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Untersuchungen iiber .Glykolyse™’. 


Von 
N. Brock, H. Druekrey und H. Herken. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitit Berlin.) 
(Eingegangen am 10. November 1938.) 


Mit 13 Abbildungen im Text. 


I. Methodische Voruntersuchungen. 
. 

Untersuchungen iiber den Gasstoffwechsel an Gewebsschnitten haben 
so lange nur einen beschrankten Wert, als ein Nachweis dafiir fehlt, 
da sich diese in vitro ahnlich verhalten wie das Gewebe, aus dem 
sie stammen, in vivo. Es unterliegt keinem Zweifel, daB ein Gewebe 
durch die Herausnahme aus dem Organismus, das Herstellen der Schnitte 
und die Ubertragung in das unphysiologische Milieu einer ,,physio- 
logischen** Salzlésung geschddigt wird. Aus diesem Grunde wurden 
sogar Zweifel dariiber laut, ob Gewebsschnitte iiberhaupt als lebende 
Gewebe angesehen werden kénnen. Andererseits ist der Vorteil, den die 
Untersuchung des Stoffwechsels eines isolierten Gewebes in einer 
indifferenten Nahrlésung bietet, unabweisbar. 

Solche Uberlegungen veranlaBten uns, vor der Behandlung spe- 
zieller Probleme zunachst die Wirkung unspezifischer Schadigungen auf 
den Gewebsstoffwechsel zu untersuchen. Diese Versuche, iiber die wir 
ausfiihrlich berichtet haben?, ergaben, dal} schadigende Eingriffe 
verschiedenster Art charakteristische Stoffwechselreaktionen auslésen, 
namlich eine betrachtliche Atmungssteigerung und eine aerobe ,,Extra- 
kohlenséure‘-Bildung. Der beobachteten Wirkung scheint eine all- 
gemeinere Bedeutung zuzukommen, denn sie lieB sich an recht ver- 
schiedenen Gewebs- und Zellarten in durchaus entsprechender Weise 
feststellen. 


» 


Die zweite eingangs aufgestellte Frage, ob Gewebsschnitte in jeder 
Weise als lebende Gewebe anzusprechen sind, konnte im positiven 
Sinne experimentell klar beantwortet werden®. Schnitte von Warm- 
bliitergeweben, deren Funktion im wesentlichen parasympathischen 


! Die Durchfiithrung dieser Untersuchungen erfolgte mit Unterstiitzung 
der Deutschen Forschungsgemeinschaft. — ? H. Druckrey, Arch. f. exper. 
Path. u. Pharm. 180, 231, 1936; N. Brock, H. Druckrey u. H. Herken, 
ebenda 188, 436 u. 451, 1938. —- * N. Brock, H. Druckrey u. H. Herken, 
ebenda z. Z. im Druck 1938. 


Biochemische Zeitschrift Band 300. 
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2 N. Brock, H. Druckrey u. H. Herken: 


Impulsen unterliegt, wie z. B. Speicheldriisenschnitte (von Hund. 
Katze oder Ratte), reagieren in vitro auf eine durch Acetylcholinzusatz 
nachgeahmte physiologische Erregung mit einem charakteristischen 
Atmungsanstieg und einer aeroben Extrakohlensaiurebildung (Abb. 1). 
Die Ubereinstimmung zwischen diesem ,,Erregungsstoffwechsel‘ mit 
dem oben behandeiten .,Schadigungsstoffwechsel‘‘ hat uns an anderer 
Stelle beschaftigt!. 

Die Spezifitat der Acetylcholinwirkung ergibt sich einmal aus 
der Wirksamkeit geringer Dosen, zum anderen daraus, dal} der 
Stoffwechsel von Schnitten anderer Organe, die einer maBgeblichen 
parasympathischen  Steue- 
rung nicht unterliegen (z. B. 
Leber), durch Acetylcholin 
auch nicht in der charak- 
teristischen Weise verandert 
wird: drittens wird die 
Acetylcholinwirkung durch 
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Abb. 1. Wirkung von Acetylcholin auf die Atmung von vitro also ahnlich wie die 
Gewebsschnitten der Speicheldriise (die angegebene Driise in Vivo. Damit ist der 
Dosis bezieht sich stets auf die Endkonzentration). i i 
Durchgezogene Linie: Sauerstoffaufnahme; gestrichelte Nachweis erbracht. daB die 
ies seni: ae & ae mane. Ualeeodinng das Bil 
die ,,Extrakohlensiure‘-Bildung. Strich-Punkt-Linie:. — wechsels an Gewebsschnitten 
ne ee ee Geen nels int wad 

verwertbare Resultate liefert. 

3. 

Nach diesen Ergebnissen lag es nahe, die Reaktionsfahigkeit des 
Speicheldriisengewebes auf Acetylcholin als ,,Test‘‘ dafiir zu benutzen, 
ob das Gewebe unter bestimmten Bedingungen noch als _ ,,normal‘‘ 
anzusprechen ist und in welchem Umfang das der Fall ist. Wir méchten 
hier als Beispiele den EinfluB des Sauerstoffmangels, der Temperatur 
und der Herstellung eines Gewebsbreies anfiihren, weil diese fiir 
physiologisch-chemische Untersuchungen besonders wichtig sein diirften. 

Bei unseren Untersuchungen bedienten wir uns wieder der iiblichen 
manometrischen Methoden in der von Warburg angegebenen Form®?. 
In friiheren Untersuchungen haben wir bereits festgestellt, daB besonders 


' N. Brock, H. Druckrey u. H. Herken, Arch. ft. exper. Path. u. Pharm. 
z.Z. im Druck 1938. — ? Otto Warburg, ,.Uber den Stoffwechsel der Tu- 
moren”, Berlin 1926; Otto Warburg u. F. Kubowitz, W. Christian, diese 
Zeitschr, 242, 170, 1931. 
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Untersuchungen iiber ,,Glykolyse™. 3 


parenchymatése Warmbliiterorgane durch Sauerstoffmangel schwer 
seschadigt werden!. Das gleiche lieB sich auch hier an der Speicheldriise 
beobachten. Schnitte von einer Driise, die iiber 3 Stunden bei 20° in 
tingerlésung unter Sauerstoffmangel aufbewahrt waren, reagierten 
auf Acetylcholin nicht mehr, sie erwiesen sich vielmehr als tot. Anders 
lagen die Dinge, wenn die Driise bei sonst gleichen Bedingungen im 
Kisschrank (-+ 4%) gehalten wurde. Die Abb. 2 zeigt die Stoffwechsel- 





15 


S—e 














5 
! Bae: 6 
I poo 
N ’ \ , 
yp arog \ee" 
1:2500000 
0 30 50 90 120 750 780 210 


Min 
Abb. 2. Wirkung von Acetylcholin auf den Stoffwechsel von Speicheldriisengewebe, das 
24 Stunden bei Sauerstoffmangel auf Eis gelegen hatte. Erklirung wie in Abb. 1. 


kurve von Schnitten einer solchen Driise nach 24 Stunden Lagerung 
bei -+- 4°. Der Stoffwechsel liegt anfangs noch hoch, zeigt auch eine 
aerobe Extrakohlensaurebildung, wie es 
nach unseren Untersuchungen fiir ,.ge- 
schadigte‘‘ Gewebe charakteristisch ist. 
Bald gleichen sich diese Stérungen je- 
doch spontan aus und auf Zusatz von 
Acetylcholin erfolgt dieselbe Stoff- 
wechselreaktion wie bei einer frisch 
untersuchten Speicheldriise. Kialte 

















icin : : . Acetylchohn 
8 xt das Gewebe also nic r " 
Pi da ae sa é va esate ges toe 
S 7 art sog: as J 
sonc Kage am ert sogar das Auitreten 0 ry wD w 720 
einer Schadigung durch Sauerstoff- Min 
° : - Abb. 3. Wie in Abb. 2 nach zwei- 
mangel. Das ist ohne weiteres verstiand- baw. dteilligters Leewn sat Bio. 


lich, weil die unter anaeroben Bedin- 

gungen weiter verlaufenden Spaltungsvorginge, bei denen ,,giftige* 

Zerfallsprodukte entstehen, als chemische Prozesse der van ’t Hoffschen 

Regel folgen. Nach Aufbewahrung der Driise iiber 2 Tage bei + 4° findet 
1 H. Druckrey, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 180, 231, 1936. 


1 * 














4 N. Brock, H. Druckrey u. H. Herken: 


sich eine kraftige aerobe Bildung fixer Sauren als Merkmal der ein- 
yetretenen Schadigung; dennoch ist meist noch eine gewisse Reaktions- 
fahigkeit auf Acetylcholin erhalten (Abb. 3). Nach 3 Tagen reagiert 
das Gewebe nicht mehr mit einer Stoffwechselsteigerung, obwohl der 
Grundstoffwechsel keineswegs unter den Normalwerten liegt. Findet 
bei der Aufbewahrung in’ der Kalte eine Kristallisation von Eis im 

CGewebe statt, so stirbt das Gewebe stets ab. 
AnschlieBend haben wir die Reaktionsfaihigkeit eines Speichel- 
driisenbreies auf Acetylcholinzusatz untersucht. Den Brei stellten wir 
uns mittels eines ,,Embryonenquetschers* her. 





Wurde schnell gearbeitet, so konnte eine Acety|- 
cholinwirkung noch nachgewiesen werden 
(Abb. 4), andernfalls trat nur noch eine Stoff- 
wechselsenkung auf. Wenn diese Versuche auch 
zeigen, daB das Gewebe seine Erregbarkeit 





selbst nach so tiefgreifenden Schadigungen, wie 











» dem Zerquetschen, noch behalten kann, so 
unterliegt es doch keinem Zweifel, daB ein Ge- 
websbrei voéllig anders zu beurteilen ist, wie 

je ; sorgfaltig hergestellte Gewebsschnitte und nur 

b-" 4 ' .- héchst bedingt noch als lebendes Gewebe an- 
Acetyleholin a gesprochen werden kann. 
208 
: Il. Analyse der Stoffwechselreaktion. 
“0 20 0 90 


Min l. 
Abb. 6. Ween ven aee- Die Ursache fiir die in unseren Versuchen 
tylcholin auf den Stoffwechsel 


eines Gewebsbreies aus der nach Acetylcholinzusatz beobachtete Stoff- 
Speicheldriise. Erklirung wie 
in Abb. 1. 


wechselstergerung diirfte wenigstens  teilweise 
darin gegeben sein, daB der Erregungsvorgang 
mit einer Durchlassigkeitssteigerung der Zellgrenzschichten bzw. Mem- 
branen verbunden ist!. Da die beschrankte Permeabilitat den be- 
grenzenden Faktor bei Stoffwechselvorgingen darstellt, mu eine 
Permeabilitatssteigerung den Stoffaustausch begiinstigen. Damit wird 
gleichzeitig verstandlich, daB ein schadigender Eingriff dieselbe Stoff- 
wechselreaktion auslésen kann wie ein physiologischer Reiz, denn in 
beiden Fallen kommt es zu einer Permeabilitaétssteigerung® !. 

Neben der Stoffwechselsteigerung beobachteten wir sowohl nach 
physiologischer Erregung wie nach Schadigung eine aerobe Bildung 
fixer Séduren. Als MaB dieser diente die GréBe des Uberschusses des 
freigesetzten CO, iiber die Sauerstoffaufnahme [,,Extrakohlensdure* 


' B. Gellhorn, ,,Das Permeabilitatsproblem™. Berlin 1929. — ? N. Brock, 
H. Druckrey u. H. Herken, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. z. Z. im Druck 
1938, 
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Warburg)|, da der respiratorische Quotient bei Zuckerverbrennung 
betragt. 

Die nach Acetylcholinzusatz beobachtete Saurebildung kann nicht 
auf die bei seiner Verseifung erfolgende Freisetzung von Essigsadure 
bezogen werden, weil diese mengenmabig um zwei GréBenordnungen 
kleiner ist als die tatsichlich beobachtete Saurebildung. Danach mui 
die Saurebildung aus Stoffwechselvorgingen stammen. Der Gedanke 
an eine Kohlenhydratspaltung liegt am nachsten. Aus diesem Grunde 
haben wir die Wirkung des Acetylcholins 





an Speicheldriisenschnitten in zucker- 2 
freier Ringerlésung untersucht. Das Er- 
gebnis ist véllig eindeutig. Hier trat 
wohl noch der charakteristische Stoff- 
wechselanstieg, aber keine aerobe Saure- 
bildung mehr auf (Abb. 5). Fiir diese 
wird also sicher Glucose verbraucht. 
Hier sind zwei Deutungen méglich. Fnt- t 
weder wird die Glucose der Suspen- @ 
sionsfliissigkeit beim  .,Erregungsvor- 
gang‘ unmittelbar gespalten, oder sie \ 
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dient wahrend des Ruhestoffwechsels 5b © = 
zunachst zum Aufbau von Glykogen, ‘J | 
aus dessen Spaltung dann erst wahrend | 
der Erregung Saure frei wird. In diesem | 

Falle lage also ein Sachverhalt vor, wie 0 40 40 a 
ihn Willstatter und Rohdewald} kiirzlich Abb. 5. Wirkung von Acetylcholin 
fiir eine Hefesorte und Leukocvten be- auf den Stoffwechsel von Speichel- 
, 2 driisenschnitten in glucose/reier 
schrieben. fiir die man bisher stets eine Ringerlisung. 

echte Glykolyse annahm. 

Die Frage ob es eine echte Glykolyse gibt oder ob die Saurebildung 
aus Glucose stets auf dem Umweg iiber Glykogensynthese und Glykogeno- 
lyse erfolgt, wie die genannten Autoren meinen, steht heute im Vorder- 
grund des Interesses?. Da Willstdtter mit Recht bemangelt, daf die 
zahlreichen Untersuchungen iiber ,,glykolytische‘‘ Prozesse diesen 
Unterschied nicht geniigend beriicksichtigen und da unsere Versuche 
eine gewisse Klarung fiir den Fall des Warmbliitergewebes zu bringen 
scheinen, seien sie hier ausfiihrlicher wiedergegeben. 











» 


Zunachst sei die Beobachtung behandelt, das Speicheldriisenschnitte 
auch in zuckerfreier Ringerlésung auf Acetylcholin den typischen 


! R. Willstdtter u. M. Rohdewald, Zeitschr. f. physiol. Chem. 247, 115 
u. 269, 1938. — ? T. Goda, diese Zeitschr. 298, 431, 1938. 
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Stoffwechselanstieg zeigen. Hierbei mu also zelleigenes Substrat ver- 
brannt werden. Glykogen kame dafiir kaum in Frage, einmal, weil die 
Speicheldriise recht glykogenarm ist: zum anderen miibte bei Vor- 
handensein von Glykogen noch eine aerobe ,,Saurebildung’’ médglich 

sein; eine solche haben wir aber in zucker- 





freier Lésung nie beobachtet. Es bliebe also 
i nur die etwas gewaltsam erscheinende An- 
nahme, da geringe Glykogenreste noch vor- 
handen seien, die wohl noch als Substrat fiir 


om 
> 
ead 


die Atmung, nicht aber mehr fiir die Spal- 
tung ausreichen. Naher lage es vielleicht. 
das Auftreten der Atmungssteigerung bei 
fehlender Bildung fixer Saéuren darauf zu 
beziehen, da wohl noch oxydables Sub- 
strat, aber nicht mehr ausreichend spalt- 
bares ,,Kohlenhydrat‘‘ vorhanden ist. 
Zunachst ware zu versuchen, Hinweise 
3 | V/ dafiir zu gewinnen, ob bei der Atmungs- 
cs ——_ V steigerung nach Acet ylcholinzusatz in zucker- 
Acetylcholin 1:200000 freier Lésung ,,Kohlenhydrat‘® verbrannt 
: 5 af wn wird oder andere oxydable Gewebsbestand- 


Abb.6. Wirkung wiederholter teile. Wenn es sich um ,,Kohlenhydrate*! 
Dosen Acetylcholin auf den Stoff- 
wechsel der Speicheldriise 


















handelte, so kénnten es nur noch sehr ge- 























(glucosehaltige Ringerlésung). ringe Mengen sein, es miiBte also méglich sein. 
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Abb. 7. Wirkung von Acetylcholin auf den Stoffwechsel von Gewebsschnitten der Speichel- 
driise in glucosefreier und glucosehaltiger Ringerlésung (siehe Text). 


‘Unter der Bezeichnung ,,Kohlenhydrat* sind auch diejenigen 
Produkte des Kohlenhydratstoffwechsels verstanden, die zwar nicht mehi 
der Bruttoformel Cx H2xOx entsprechen, jedoch im Stoffwechsel noch 
oxydabel sind. 
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diese geringen Reserven durch wiederholte Erregung zu erschépfen. 
\n sich ist die Driise in der Lage, auch auf mehrfache sehr hohe 
\cetylcholindosen stets in der charakteristischen Weise zu reagieren, 
wie Untersuchungen in zuckerhaltiger’ Ringerlésung zeigen (Abb. 6). 
im glucosefreien Medium blieb indessen schon die zweite Acetylcholin- 
dosis ohne Wirkung (Abb. 7). Fiir die Atmungssteigerung beim Er- 
regungsvorgang scheint also das Vorhandensein von oxydablem ,,Kohlen- 
hydrat** notwendig zu sein. Diese Auffassung konnte weitgehend 
sichergestellt werden, denn nach Zuckerzusatz trat bei der Erregung 
durch Acetyicholin in allen Fallen nicht nur die Atmungssteigerung, 


sondern auch die aerobe Saurebildung (Abb. 7, 8 u. 9) wieder auf. 


Weitere wichtige Hinweise auf die Bedeutung des Kohlenhydrats 
fiir die Oxydationen lieBen sich aus der Untersuchung des ,,Grundstoff- 
wechsels** gewinnen. Dieser liegt 
auffalligerweise im zuckerfreien 
Medium zunachst um etwa 100°, 
héher als im zuckerhaltigen. 
Wird nun Zucker zugesetzt, so 
sinkt der Stoffwechsel auf ,nor- = #@--—-—+- 
male‘ Werte (Abb. 8). Die Tat- 
sache, daB der Stoffwechsel bei 
Substratmangel hoch ist und bei 
Substratzugabe sinkt, ist vom 
chemischen Standpunkt nicht zu 
verstehen. Wir nehmen deshalb 
an, dafS physikalische Vorginge 
eine Rolle spielen, und zwar vor 
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allem Anderungen der Permea- Acetylcholin’ 


bilitat. Dies um so mehr, als $-70°7 


Runnstrém! an Hefe zeigen 
konnte, daB Zucker die Durch- 0 v 7 Ww 720 180 
lassigkeit der Zellmembran her- oe 











Abb. 8. Wirkung eines Zuckerzusatzes auf 


absetzt, also abdichtend wirkt, den erhdéhten Stoffwechsel von Speichel- 
wahrend bei Zuckermangel er- driisenschnitten in glykosefreier Ringerlisung. 


héhte Permeabilititswerte  ge- 
funden wurden. In gleiche Richtung deuten auch eine ganze Reihe 
ilterer Versuche. So schiitzte Rohrzuckerzusatz rote Blutkérperchen 


' J. Runnstrém u. E. Sperber, diese Zeitschr. 298, 340, 1938. 
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vor der Auflésung durch verschiedene Alkaloide! oder hemmte das 
Kindringen von Vitalfarbstoffen?. Durch Herabsetzung der Permea- 
bilitat muB Glucose den Stoffaustausch hemmen kénnen. Es ist aber 
auch das Gegenteil méglich, wie unten gezeigt werden wird. 

Wenn Speicheldriisengewebe in zuckerfreier Ringerlésung wohl 
noch einen hohen Stoffwechsel, aber auf einen Reiz keine Stoffwechsel- 
steigerung mehr zeigt, so kann das darauf zu beziehen sein, da} das vor- 
handene Substrat zwar als Energiequelle fiir den .,Grundstoffwechsel* 
geeignet ist, fiir den ,,Erregungsstoffwechsel’* aber entweder qualitatiy 
oder quantitativ nicht ausreicht. Das letztere scheint der Fall zu sein, 
denn nach wiederholter Reizung durch Acetylcholinzusatz oder lan- 
yerem Aufenthalt des Gewebes in zuckerfreier Ringerlésung, also nach 
Erschépfen der letzten Substratreserven, sinkt auch der Grundstoff- 
wechsel katastrophal ab (Abb. 7). DaB das Absinken des Stoffwechsels 
hier tatsichlich auf eine Substratverarmung (,,Substratschuld‘') zu 
beziehen ist, ergibt sich daraus, daB nun nach Glucosezusatz der Stoff- 
wechsel wieder erheblich ansteigt (Abb. 7). 

Je nach den Umstanden kann also ein Substratzusatz den Stoff- 
wechsel beschleunigen oder hemmen. Solchen Sachverhalten wird bei 
biochemischen Untersuchungen oft nicht geniigend Rechnung getragen. 
Die lebende Zelle ist zu kompliziert, als daB sie nur chemischen Gesetzen 
gehorchte. Die pharmakologische Erfahrung liefert zahlreiche Beispiele 
dafiir, daB die Spezifitat und das Ausma®B der Wirkung eines Stoffes 
keineswegs ausschlieBlich von seiner chemischen Natur und der an- 
gewendeten Dosis abhangt, sondern oft in entscheidender Weise von der 
Reaktionslage des Organismus bestimmt wird, auf den er wirkt. Fiir die 
Beurteilung einer Wirkung ist also die Kenntnis beider Teile eine not- 
wendige Voraussetzung. : 

_ Die Folgen des Substratmangels oder Zusatzes lassen sich also nicht 
nach dem Massenwirkungsgesetz vorherbestimmen, denn der Substrat- 
mangel schadigt das Gewebe offenkundig. Damit ist eine Veranderung 
der Zellgrenzschichten im Sinne einer Permeabilitatssteigerung ver- 
bunden. Unter diesen Bedingungen wird der Stoffaustausch beschleunigt 
vonstatten gehen, wird der Stoffwechsel also erhéht sein, solange noch 
Substrat vorhanden ist. Fehlt dieses dagegen oder sind im Verlauf des 
..Erregungs-‘‘ oder ,,Schadigungsstoffwechsels** die Reserven erschépft, 
so muB der Stoffwechsel unter Umstanden bis zum Nullpunkt absinken. 
Diese Verhiltnisse gehen aus der Abb. 7 gut hervor. 

Glykosezusatz senkt an der Speicheldriise den in zuckerfreier 
Ringerlésung erhéhten und steigert den unter gleichen Bedingungen ab- 


! H, Handovsky, Pfliigers Arch. 195, 253, 1922; H. Rhode, diese Zeitschr. 
131, 560, 1922; O. Laves, ebenda 161, 416, 1925; K. Hirwma, Pfliigers Arch. 
200, 497, 1923: K. Tanaka, ebenda 2038, 447, 1924. — ? R. Hoéber u. 
A. Memmesheimer, Ptliigers Arch. 118, 564, 1923, dort weitere Literatur. 
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vesunkenen Stoffwechsel in beiden Fallen bis auf einen Mittelwert, 
der der .normalen’’ Héhe entspricht. Gleichzeitig wird die normale 
Erregbarkeit der Driise wiederhergestellt, so dab ein Zusatz von Acetyl- 
cholin nun nicht nur eine Stoffwechselsteigerung, sondern auch wieder 
eine aerobe Kohlenhydratspaltung auslést. 


4. 

Die an der glykogenarmen Speicheldriise beobachtete aerobe 
Sdurebildung™* ist nach den vorliegenden Versuchen an das Vorhanden- 
sein ausreichender Mengen Glucose gebunden, also auf eine Kohlen- 
hvdratspaltung zu beziehen. Es bleibt die oben bereits aufgestellte 
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Abb. 9. Gleichzeitiger Zusatz von Glucose und Acetylcholin. Stoffwechselanstieg und ,,Extra- 
kohlensiure**-Bildung treten erst nach lingerer Latenz auf. (Erklirung im Text) 


Frage zu klaren, ob die Glucose selbst gespalten wird (Glykolyse), oder 
ob zuniachst eine Glykogensynthese stattfindet, bei dessen Spaltung 
dann erst die sauren Valenzen frei werden (Glykogenolyse). 

Ein wichtiger Hinweis kann sich aus der Untersuchung des zeit- 
lichen Abstandes zwischen Zuckerzusatz und Siurebildung ergeben. 
Wir haben dies Kriterium in unserer Versuchsanordnung angewendet, 
indem wir die Glucose einem substrat-verarmten Versuchsansatz nicht 
vorher, sondern erst gleichzeitig mit der Acetylcholineinwirkung zu- 
setzten. Wenn Glucose unmittelbar als Substrat dienen kénnte, miiBte 
jetzt das Gewebe sofort auf das Acetylcholin ansprechen und auch so- 
fort ,,fixe’‘ Siuren bilden. Das war aber nicht der Fall. Die ,,Erregung* 
trat vielmehr erst mit einer Latenz von etwa 20 Minuten und zwar meist 
sogar nach einem fliichtigen Abfall des Stoffwechsels (Permeabilitats- 
anderung ?) ein, die Saurebildung im vorliegenden Beispiel sogar erst 
nach 60 Minuten (Abb. 9). 


Die in beiden Fallen beobachtete Latenz kann zwei Griinde haben. 
Einmal kénnte sie auf eine vorausgehende Glykogensynthese hindeuten 
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zum anderen dadurch bedingt sein, daB durch den Zuckerzusatz zu 
nachst die strukturelle Integritét des Gewebes (z. B. normale Permea 
bilitat) als Voraussetzung fiir die Reaktionsfahigkeit wiederhergestellt 
wird. Auf jeden Fall aber spricht die Verzégerung gegen eine unmittel 
bare Spaltung der Glucose. Das lieB sich bei einer anderen Versuchs 
anordnung noch klarer zeigen. Wenn Speicheldriisengewebe bis zur Er 
schépfung aller Substratreserven (,,Substratschuld’ s. oben) in zucker 
freier Ringerlésung untersucht wurde, tritt auf 
Glucosezusatz (ohne Acetylcholin!) nicht nur 
eine Stoffwechselsteigerung, sondern auch eine 
anhaltende aerobe Extrakohlensaurebildung ein 
(Abb. 7), die wir mit der Schaidigung des Ge- 
webes in Zusammenhang bringen. Diese Saure 
bildung beginnt ebenfalls nicht sofort, wie es 
bei einer echten Zuckerspaltung stets zu beob 
achten ist (s. unten), sondern erst nach etwa 
20 Minuten, also mit etwa der gleichen Latenz- 
zeit wie bei solchen Hefen, bei denen nach 
Willstatter zunaichst eine Glykogensynthese 
aoe nite ea ate’ stattfindet. Enthalt das Gewebe dagegen Gly- 
kerfreierRingerlésungbesteht kogen, so setzt z. B. nach Acetylcholinzusatz 
Tee Oxalatewatn dk die ,,Sdurebildung sofort ein (Abb. 1, 2. 4. 6, 
zentration stets n/250) auf- 7, 8 u. 9). 
gehoben wird. 
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Unsere Befunde sprechen also dafiir, dal 
die aerobe Extrakohlensdurebildung bei der physiologischen Erregung 
der Speicheldriise auf eine Glykogenolyse zu beziehen ist. Die Glucose 
der Suspensionsflissigkeit wird nicht unmittelbar gespalten. Die 
Speicheldriise wire demnach in der Lage, zugesetzte Glucose zur Gly- 
kogensynthese zu benutzen. 

Die nach schddigenden Eingriffen auftretende fliichtige aerobe 
,. Extrakohlensaure‘‘-Bildung ist ahnlich zu beurteilen, wie schon aus 
der Kurve 7 hervorgeht, sofern die Schaidigung geringgradig und noch 
leicht reversibel ist (s. unten). Hierbei handelt es sich nicht um eine 
Besonderheit des Speicheldriisengewebes. Auch andere, besonders 
glykogenhaltige Gewebe, z. B. Leberschnitte, zeigen nach _leichter 
Schadigung voriibergehend aerobe Spaltprozesse, die nicht als Glykolyse. 
sondern wohl als Glykogenolyse aufzufassen sind. Das ergibt sich einmal 
aus dem Erhaltenbleiben der Saurebildung bei Untersuchung in zucker- 
freier Ringerlésung und zum anderen aus der Empfindlichkeit gegen 
Oxalat (Abb. 10)1, das nach Lohmann? die Kohlenhydrat-Spaltung ver- 
giftet, soweit sie iiber phosphorylierte Zwischenstufen verlauft. 


' H. Herken, Arch. f. exper. Zellf. z. Z. im Druck 1938. — ? Literatur 


bei K. Lohmann, diese Zeitschr. 222, 324, 1930. 
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Untersuchungen iiber ,,Glykolyse™. ll 


Bei Untersuchungen an Geweben, die durch schwere Eingriffe 
hochgradig geschadigt waren. fanden wir ebenfalls eine aerobe Extra- 
kohlenséurebildung, die sich jedoch von der bei leicht geschadigten 
(ieweben beobachteten schon durch ihr Ausma® und vor allem dadurch 
unterschied, da sie nur schwer oder gar nicht mehr reversibel war. 
Wir haben uns nun mit der Frage beschaftigt, ob die Siurebildung hier 
ebenfalls auf eine Glykogenolyse zu beziehen ist, ob also zwischen der 
Wirkung leichter und schwer schadigender Eingriffe auf den Stoffwechsel 
nur quantitative Unterschiede bestehen, oder ob hier andere Verhalt- 


nisse vorliegen. 
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Abb. 11. Schwer geschidigte Schnitte Abb. 12. Gewebsschnitte einer ,,geschii- 
der Speicheldriise (Hypertonie). ,,Extra- digten’* Speicheldriise (3 Tage auf Eis 
kohlensiure“- Bildung, die ,,oxalatfrei* ist. gelegen) in glucosefreier Ringerlésung. 
(Ringerlésung glucosehaltig.) Auf Glucosezusatz sofort Sadurebildung 


(vgl. Abb. 7). 

Speicheldriisengewebe wurde z. B. durch mehrtagige Aufbewahrung 
auf Eis und bei Sauerstoffmangel oder durch Behandeln mit hyper- 
tonischer Lésung schwer geschadigt. Nach diesen Eingriffen trat eine 
kraftige und anhaltende Extrakohlensaurebildung auf, die fiir sich allein 
so hoch war, wie die CO,- Bildung von normalen Speicheldriisenschnitten. 
Oxalat beeinfluBte diese Saurebildung nicht (Abb. 11). In zuckerfreier 
Ringerlésung fehlte sie, der Stoffwechsel lag am Nullpunkt. Wurde 
jetzt Zucker zugesetzt, so setzte die Saéurebildung nicht nach einiger 
Latenz, sondern sofort ein (Abb. 12). Die aerobe Extrakohlensiure- 
bildung verhalt sich am schwer geschadigten Gewebe also véllig anders, 
wie am ,,gereizten“ oder leicht geschadigten Organ: sie entspricht nicht 
mehr einer Glykogenolyse, sondern einer echten Glykolyse. Diese Ver- 
haltnisse treffen nicht nur fiir Speicheldriisengewebe zu. Auch an 
Schnitten z. B. der Rattenleber, die nach geringgradiger Schadigung 
eine durch Oxalat leicht zu beseitigende Glykogenolyse zeigen (Abb. 10), 
konnte nach entsprechend schwerer Schadigung eine Glykolyse beob- 
achtet werden, die durch Oxalat nicht mehr vergiftet werden konnte 
(Abb. 13). Die ,,Glykolyse** schwer geschadigter Gewebe verhalt sich 
gegeniiber den angewendeten Kriterien also so, wie die Glykolyse bés- 
artiger Tumoren. Diese spaltet ebenfalls die Glucose der Ringerlésung, 
die Spaltung setzt bei Zuckerzusatz ebenfalls ohne Latenz ein und wird 
durch Oxalat nicht vergiftet. 
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Unsere Befunde sind nur insoweit als beweisend anzusehen. als 
sie zeigen, daB die Bildung fixer Siuren durch Kohlenhydratspaltuny 
an der gleichen Gewebsart einerseits nach physiologischem Reiz ode: 
leichter Schadigung und andererseits nach schwer schadigenden Ein 
griffen auf qualitativ verschiedene Vorgange zu beziehen ist ; sie machen 
wahrscheinlich, daB es sich im einen Falle um einen glykogenolytischen 
im anderen Falle um einen glykolytischen Proze8 handelt. Fiir einen 
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Abb. 13. Sehwer geschiidigte Leberschnitte (Hungerleber). Oxalatfeste Siurebildung in 


glykosehaltiger Ringerlésung (vgl. Abb. 10). 


endgiiltigen Beweis in dieser Richtung sind weitere Untersuchungen 
erforderlich, die jedoch auBerhalb unseres Aufgabengebietes liegen. 
Das Speicheldriisengewebe scheint uns fiir solche Untersuchungen 


besonders geeignet zu sein. 


Zusammenfassung. 

1. Der Gewebsstotfwechsel der Speicheldriise von Hund, Katze 
und Ratte wird nach der Methode von Warburg untersucht. 

2. Auf Zusatz von Acetylcholin (,,physiologischer Reiz‘‘) zeigen 
Speicheldriisenschnitte einen charakteristischen Stoffwechselanstieg 
mit Auftreten einer aeroben  ,,Extrakohlensdure‘-Bildung. Durch 
Atropin lat sich die Wirkung aufheben. Die Driise reagiert also in 
vitro grundsatzlich ebenso wie in vivo. 

3. Die Acetylcholinwirkung wird als Kriterium fiir die normale 
Reaktionsfahigkeit der Speicheldriisenschnitte benutzt. Sauerstoff- 
mangel hebt die Erregbarkeit auf. Bei tiefer Temperatur (-+ 4°) iiberlebt 
das Gewebe dagegen auch langdauernden Sauerstoffmangel. Durch 
Zerquetschen (Brei) wird die Reaktionsfahigkeit des Speicheldriisen- 
gewebes nicht notwendig aufgehoben. 

4. Die Reaktionsfahigkeit der Speicheldriisenschnitte auf Acetyl- 
cholin setzt das Vorhandensein von Kohlenhydrat voraus. Und zwar 
wird als Energiequelle sowohl fiir den ,,Grundstoffwechsel*‘ als auch fiir 








ais 


tuny 
ode: 
Ein 
chen 
‘hen 
‘inen 


ven 
ven. 


igen 


itze 


gen 
bieg 
rch 
in 


ale 
off- 
ebt 
rch 
en- 


var 
fiir 








“ 


Untersuchungen tiber ,,Glykolyse™ 


den erhéhten Stoffwechsel nach physiologischem und unphysiologischem 

Reiz’* stets zelleigenes Kohlenhydrat benutzt, das jedoch aus der 
vlucosehaltigen Ringerlésung erginzt wird. Die nach ,,physiolegischer 
Krregung’* oder geringgradiger ,,Schadigung** beobachtete Bildung 
fixer‘’ Saéuren unter Verbrauch von Glucose erfolgt wahrscheinlich 
auf dem Umweg iiber Glykogensynthese und Glykogenolyse. Sie ist 
leicht reversibel. 

5. Nach Erschépfen der Kohlenhydratreserven erlischt zuerst die 
Erregbarkeit, anschlieBend sinkt auch der ,,Grundstoffwechsel* bis 
an den Nullpunkt. Zusatz von Glucose stellt nun nicht nur den ,,Grund- 
stoffwechsel*, sondern auch die normale Erregbarkeit wieder her. 

6. Das Kohlenhydrat scheint nicht nur als ,,Substrat‘’ zu dienen, 
sondern auch fiir die Aufrechterhaltung und Wiederherstellung der 
normalen Permeabilitatsverhaltnisse wichtig zu sein. 

7. Nach schwer schadigenden Eingriffen tritt ebenfalls eine ,,Extra- 
kohlensaure“-Bildung auf. Diese verhalt sich wie eine Glykolvse. Sie 
ist nur schwer oder gar nicht reversibel, 














‘ber die Wirkung einiger Enolester des Testosterons., 
Von 
K. Miescher, W. H. Fischer und E. Tschopp. 


(Aus den wissenschaftlichen Laboratorien der Ciba, Pharmazeutische 
Abteilung.) 


(Eingegangen am 11. November 193%.) 


Mit 9 Abbildungen im Text. 


Vor Jahresfrist wurden hier Versuche unseres Laboratoriums iiber 
die Wirkungsverstarkung mannlicher Sexualhormone durch Veresterung 
mitgeteilt!. Bereits 1936 hatten L. Ruzicka und W. H. Fischer durch 
Enolisierung von 3-Ketosteroiden erhaltliche 3-Enolester, insbesondere 
auch des Testosterons (Diacetat und Dipropionat), beschrieben?. Wie dort 
kurz erwahnt ist, erwies sich das Testosterondiacetat am Kapaunenkamm 
als etwas weniger wirksam, im Test mit einmaliger Injektion an det 
Ratte aber als deutlich wirksamer als Testosteron-17-monoacetat. Schon 
damals wurde darauf hingewiesen, da®B sich unter den Diestern des 
Testosterons vielleicht Praparate befinden kénnten, die zu den starkst 
wirksamen mannlichen Sexualhormonen zu zahlen sind. 


In einer vorlaufigen Mitteilung vom letzten Herbst berichteten wir 
kurz tiber vergleichende Versuche mit folgenden vier Enolestern des 
Testosterons*: Diacetat, 3-Acetat-17-propionat, Dipropionat und 
3-Acetat-17-n-butyrat. Es zeigte sich, daB diese Verbindungen nach 
ihrem Schwellenwert am Kapaunenkamm, sowie im 10-Tage-Test an 
der Ratte nicht besonders hervortreten, ja gegeniiber den entsprechenden 
L7-Monoestern unterlegen sind. Dagegen kehrt sich dieses Verhaltnis 
bei Priifung nach dem von uns eingefiihrten Test mit einmaliger In- 
jektion entschieden zugunsten der Enolester um. 


Inzwischen sind diese Versuche fortgefiihrt und auf weitere 6 Enol- 
ester des Testosterons ausgedehnt worden. Dabei konnten teilweise 
auch jene Auswertungsmethoden Beriicksichtigung finden, die wir bei 
ihnlichen Untersuchungen in der Reihe der Ester des Oestrons und 
Oestradiols kiirzlich mit Erfolg entwickeln konnten?. 


' K. Miescher, H. Kdgi, C. Scholz, A. Wettstein u. E. Tschopp, diese 
Zeitschr. 294, 39, 1937. — ? L. Ruzicka iu. W. H. Fischer, Helv. Chim. Acta 
1%, 806, 1371, 1936. 3K. Miescher, W.H. Fischer u. E. Tschopp, Nature 
140, 726, 1937. — 4 K. Miescher, Schweiz. med. Wochenschr. 67, 1046, 
1937: 68. 1345, 1938: K. Miescher, C. Scholz u. FE. Tschopp, Biochem. J. 32, 
141, 725 u. 1273, 1938. 
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Uber die Wirkung einiger Enolester des Testosterons. 15 


I. Herstellung der Enolester. 


Bisher ist nur iiber die Darstellung symmetrischer Diester des 
Testosterons berichtet worden, welche an der Enolgruppe in 3- und 
an der normalen Hydroxylgruppe in 17-Stellung denselben Saure- 
rest aufweisen. Nachfolgend beschreiben wir nun auch eine Reihe 
qemischter Diester. Dabei gingen wir stets von entsprechenden 
‘Testosteron-17-monoestern aus. Ist der in 3-Stellung einzufiihrende 
Saurerest niedriger als der in 17-Stellung befindliche, so kann man ohne 
weiteres nach der friiher von Ruzicka und Fischer angegebenen Methode 
vorgehen. So erhalt man z. B. die 3-Enolacetate des Testosteron-17- 
propionates, -n-butyrates und -isobutyrates durch 40stiindiges Kochen 
des betreffenden Testosteron-17-esters mit Essigsiureanhydrid unter 
Zusatz von wasserfreiem Natriumacetat und das 3-Enolpropionat des 
Testosteron-17-isobutyrates durch 6stiindiges Kochen des 17-Iso- 
butyrates mit Propionsiureanhydrid und wasserfreiem Natrium- 
propionat. 

Ist der in 3-Stellung einzufiihrende Saurerest héher als der in 
17-Stellung befindliche, so erschien eine Umesterung méglich. Trotzdem 
fiihrte die Umsetzung von Testosteronacetat mit Propionsdiureanhydrid 
in Gegenwart von Natriumpropionat noch in durchaus normaler Weise 
zum Testosteron-3-propionat-17-acetat. In anderen Fallen waren aber 
zweckmabig die Reaktionsbedingungen durch Zusatz eines Verdiinnungs- 
mittels zu mildern. So wurde bei der Veresterung von Testosteron- 
17-acetat und -propionat mit n-Buttersiureanhydrid jeweils etwas 
Benzin (Kp. 110°) zugesetzt, dafiir aber etwas langer gekocht (15 Stun- 
den). Auch die enolisierende Veresterung des Testosteronacetats mit 
Benzoylchlorid in Benzin gelang bei 40stiindigem Kochen ohne Um- 
esterung, wenn man nach Abdestillieren des Benzins im Vakuum das 
iiberschiissige Benzoylchlorid mit viel Athylalkohol zur Umsetzung 
brachte und den gebildeten Enolester unter vorsichtigem Zusatz von 
Wasser auskristallisieren lie. 

Von Interesse schien nun auch die Darstellung von Testosteron 
3-enolestern mit freier Hydroxylgruppe in 17-Stellung durch partielle 
Verseifung entsprechender Diester. Allein diese Versuche scheiterten 
selbst dann, wenn unter mildesten Bedingungen gearbeitet wurde. So 
lieBen wir auf das 3, 17-Diacetat, das 3-Propionat-17-acetat oder das 
3-Benzoat-17-acetat des Testosterons 1 und selbst nur !/, Aquivalent 
Pottasche in wisserig-methanolischer Lésung bei gewéhnlicher Tem- 
peratur einwirken. Stets wurde die Enolestergruppe zuerst verseift 
und es entstanden je nach den Arbeitsbedingungen entweder Testo- 
steron oder Testosteron-17-acetat oder ein Gemisch dieser Verbindungen. 

Nachfolgend wird die Herstellung der einzelnen von uns neu ge- 
wonnenen Enolester beschrieben: 
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Testosteron-3-acetat-17-propionat. 


500 mg Testosteronpropionat und 800 mg frisch geschmolzenes Natriw 
acetat wurden in 15 ccm Essigséureanhydrid wihrend 40 Stunden zw: 
Sieden erhitzt. Nach vollstandigem Abdampfen des Acetanhydrids im 
Vakuum léste man das Natriumacetat in wenig Wasser und versetzte das 
Gemisch in der Warme mit soviel Athanol, dai} Lésung eintrat. Bein 
Abkihlen kristallisierten 490 mg des Enolacetats des Testosteronpropionats 
in Nadeln, die nach Umlésen aus Methanol bei 140 bis 141° sehmolzen und 
mit Tetranitromethan Braunfarbung gaben. 

3,697 mg Substanz gaben 10,125 mg CO, und 2,975 mg H,0O. 

(,,H,,0,. Ber.: C 74,56%, H_ 8,87 %. 
Gef.: © 74,69, H 9,01 %. 


Testosteron-3-acetat-17 -n-butyrat. 


200 mg Testosteron-n-butyrat wurden in oben beschriebener Weis 
umgesetzt. Man erhielt nach Aufarbeitung 175 mg aus wasserigem Methano! 
in Nadeln ausfallendes Enolacetat des Testosteronpropionats, das aus 
Methanol umgelést einen F. von 96,5 bis 98° zeigte. 


4,997 mg Substanz gaben 13,740 mg CO, und 4,06 mg H,O. 
C.5H;,0, Ber.: C 74,95%, H 9,06 %. 
Gef.: C 74,99%, H 9,09 %. 


Testosteron-3-acetat-17 -.sobutyrat. 


Aut gleiche Art wurden aus 300 mg Testosteronisobutyrat 295 my 
rohes Enolacetat erhalten, das nach dreimaligem Umldésen aus Methanol! 
konstant bei 134 bis 136° schmolz. Mit Testosteronisobutyrat gemischt 
gab es starke Schmelzpunktsdepression und mit Tetranitromethan Braun- 
farbung. 

3,828 mg Substanz gaben 10,49 mg CO, und 3,14 mg H,0O. 

(.;H,0,. Ber.: C 74,95%, H 9,06 %. 
Gef.: C 74,74%, H 9,18 %. 


Testosteron-3-propionat-17 -acetat. 


500 mg Testosteronacetat wurden mit 500 mg Natrirumpropionat und 
20 cem Propionsiureanhydrid wahrend 6'/, Stunden gekocht. 

Auch hier verdampfte man das Anhydrid im Vakuum, nahm in wenig 
Wasser auf und versetzte heiB mit Athanol bis Lésung eintrat. Beim Ab- 
kiihlen fielen 420 mg in Nadeln aus, die aus Methanol umgelést wurden und 
hierauf konstant bei 139,5 bis 141° schmolzen. Das Reaktionsprodukt gab 
sowohl mit seinem Isomeren, dem Testosteron-3-acetat-17-propionat, als 
auch mit Testosteronacetat deutliche Schmelzpunktsdepression. 

4,098 mg Substanz gaben 11,19 mg CO, und 3,32 mg H,O. 

C.,H;,0,. Ber.: C 74,56%, H 8,87 %. 
Gef.: C 74,47%, H 9,07% 


T estosteron-3-propionat-17 -isobutyrat. 


250 mg Testosteronisobutyrat und 250mg_ frisch  geschmolzenes 
Natriumpropionat wurden in 10cem_ Propionsdéureanhydrid wahrend 
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Uber die Wirkung einiger Enolester des Testosterons. 17 


'/, Stunden gekocht. Nach der dem vorangehenden Beispiel ganz analogen 
Aufarbeitung isolierten wir 205mg Enolpropionat des Testosteroniso- 
butyrats, dessen Schmelzpunkt nach Umlésen aus Methanol bei 133,5 bis 
135° lag und das mit dem oben beschriebenen, fast gleichschmelzenden 
lestosteron-3-acetat-17-isobutyrat eine starke Depression ergab. 
4,328 mg Substanz gaben 11,92 mg CO, und 3,54 mg H,O. 
C,,.H,,0,. Ber.: © 76,31%, H 9,25 %. 
Gef.: C 75,11%, H 9,16%. 


T estosteron-3-n-butyrat-17 -acetat. 


500 mg Testosteronacetat und 500 mg frisch geschmolzenes Natrrum- 
n-butyrat wurden in 9 ccm n-Buttersiureanhydrid und 1 ccm Benzin 
(Kp. 110°) wihrend 15 Stunden bei einer Olbadtemperatur von 190 bis 200° 
erhitzt. Nach Abdampfen im Vakuum und Aufnahme des Riickstandes in 
heiBem, wiasserigem Athanol erhielt man 395 mg des Enol-n-Butyrats des 
Testosteronacetats beim Abkiihlen in feinen Nadeln. Es wurde aus Methanol 
mehrmals umgelést und wies nach dem vierten Male einen Schmelzpunkt 
von 97 bis 99° auf. Gemischt mit seinem Isomeren Testosteron-3-acetat- 
17-n-butyrat gab es starke Depression und mit Tetranitromethan die 
iibliche Farbung. 

4,486 mg Substanz gaben 12,36 mg CO, und 3,70 mg H,O. 

C,;H;,0,. Ber.: C 74,95%, H 9,06 %. 
Gef.: C 75,14%, H 9,23 %. 


T estosteron-3-n-butyrat-17-propionat. 

In ganz analoger Weise gewannen wir ausgehend von Testosteron- 
propionat dessen 3-n-Butyrat, das nach Umlésen aus Methanol bei 79 bis 80° 
schmolz. 

4,703 mg Substanz gaben 13,01 mg CO, und 3,93 mg H,O. 

Cy,H,,0,- Ber.: C 75,31%, H 9,25 %. 
Gef.: C 75.44%, H 9,35 %, 


Testosteron-3-benzoat-17 -acetat. 


500 mg Testosteronacetat wurden in 25 cem reinem Benzin (Kp. 110°) 
mit 5 eem Benzoylchlorid wahrend 41 Stunden gekocht. Nach Abdestillieren 
des Benzins im Vakuum nahm man das élige Gemisch in Athanol auf und 
versetzte es in der Warme vorsichtig mit etwas Wasser. Beim Abkiihlen wurde 
das Reaktionsprodukt sofort kristallin erhalten. Es war in Methanol bedeutend 
schwerer léslich als die oben beschriebenen Enolester und wurde daraus in 
sternférmig angeordneten Nadeln gewonnen. Es schmolz bei 192 bis 193° 
und gab mit Tetranitromethan ebenfalls Braunfarbung. 


4,565 mg Substanz gaben 12,94mg CO, und 3,15 mg H,0O. 
CyH,,0,. Ber.:°C 77,37%, H 7,89%. 
Gef.: C 77,30%, H 7,73%. 


Il. Pharmakologisehe Untersuchung. 


A. Priifung am Kapaunenkamm. 


Im Anschlu8 an unsere friiheren Versuche wurde wiederum der 
Schwellenwert der Enolverbindungen am Kapaunenkamm bzw. die 
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Gr6éBe der internationalen Einheit bestimmt. Nach unserer mehrmals 
beschriebenen Methode! verursacht die subcutane Injektion von 100 4 
Androsteron einen Zuwachs der Kapaunenkammoberflache von 30°,.. 
Je nach dem verwendeten Praparat wird dieser Zuwachs friiher oder 
spater erreicht. Unsere Resultate mit den Enolestern sind in Tabelle | 
im Vergleich zu teilweise schon friiher mitgeteilten Werten entsprechen 
der Monoester und symmetrischer Diester sowie von freiem Testosteron 


Tabelle I. Kapaunenkamm-Test. 





Internationale Maximaler Zuwachs 


Priparat 7° Einheit von 30/9 wird 
oC , erreicht am 
‘Tewbosteron FE) soe se ees 154 —156 15 7. Tag 
T- 17-acetat........ 140— 142 20 : 
pe  Saee. |: SPa prerraee 150—151 35 IO: x 
T-3-propionat-17- ,, ..... .. 189,5—141 40 10.—11. ,, 
T-3-n-butyrat-17- ,,  ........ 97—99 60 12.—14. ,, 
T-8-benzoat- 17- 4, «..ssse. 192—193 150 15.—17. ,, 
T. 17-propionat ....  121—123 20 Reng 
T-3-acetat- 17- “ ee 140 —141 40 i 
T-3-propionat- 17- ¥ yest 125 —127 45 a 
T-3-n-butyrat-17- ‘ ana 79 —80 80 13.—15. ,, 
T- 17-n-butyrat .... 111—113 60 |} 
T-3-acetat- 17- uA mae 96,5 — 98 160 16- ,, 
T- 17-isobutyrat ... 134— 136 70 | Fo 
T-3-acetat- 17- ‘a wale 134—136 180 13.—16. ,, 
T-3-propionat-17- » .».  183,5-—-135 180 14.—15. ,, 


* Mit Kurzthermometer bestimmt. 


zusammengestellt. Man sieht daraus, daB in diesem Test das freie 
Testosteron sowie sein Acetat und Propionat die niedrigsten Einheiten 
aufweisen und das Maximum am raschesten erreichen. Ausgehend von 
den 17-Monoestern steigt der Wert fiir die Einheit jeweils von dem 
3-Enolacetat zu den héheren 3-Enolestern regelmaBig an. Entsprechend 
wird auch das Wirkungsmaximum spater erreicht. In manchen Fallen 
ist dies erst nach 2 Wochen der Fall. Es herrscht somit bei den Enol- 
estern dieselbe GesetzmaBigkeit wie sie friiher in der Reihe der 
Testosteronmonoester von unserem Laboratorium nachgewiesen wurde. 

Die Bestimmung der Schwellenwerte allein ergibt ein unvollstandiges 
Bild der Wirkung der neuen Enolester. Es ist zu erwarten, da bei Ver- 
wendung héherer Dosen sich der allgemeine Wirkungsverlauf wesentlich 
andern wiirde. Entsprechende Versuche am Kapaunenkamm werden 
noch nachzuholen sein. 


' K. Miescher, A. Wettstein u. E. Tschopp, Biochem. J. 30, 1978, 1936. 
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B. Priifung am Sexualtraktus der kastrierten mdnnlichen Ratte. 
1. 10-Tage-Test. 

Um den Zusammenhang mit friiheren Versuchen zu wahren, wurde 
die Wirkung der neuen Enolester im 10-Tage-Test an der kastrierten 
mannlichen Ratte in gewohnter Weise bestiramt. Die Tiere erhielten 
die angegebenen Dosen, jeweils in 0,5cem Sesamél gelést, wahrend 
10 Tagen taglich subcutan injiziert. Am 11. Tage wurden sie getotet 
und die Sexualorgane gewogen. Des beschrinkten Raumes wegen sind 
in den Abb. 1 bis 3 nur an Samenblasen und Prostatae gewonnene 
Resultate verwertet. Das durchschnittliche Ausgangsgewicht der 
Samenblasen bzw. der Prostatae betrug 1,4 bzw. 4,0 cg. 
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Abb. 1. Wirkung des T-17-acetats und seiner 3-Enolester auf Samenblasen und Prostata der 
kastrierten Ratte im 10-Tage-Test. Ausgangsgewicht der Samenblasen 1,4 eg, der Prostata 
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Abb. 2. Wirkung des T-17-propionats (Perandren) und seiner 3-Enolester sowie des freien 

Testosterons auf Samenblasen und Prostata der kastrierten Ratte im 10-Tage-Test. (T Testo- 

steron.) 
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Nach dem 10-Tage-Test sind alle Enolester den entsprechenden 
17-Monoestern zum Teil ganz wesentlich unterlegen. Auf alle Falle geht 
daraus hervor, dal} die einzelnen 17-Monoester des Testosterons ein 
rascheres Wachstum der Sexualorgane hervorrufen als die Enolester. 
Wie wir aber schon mehrfach betonten, gibt dieser Test ein ungeniigendes 
Bild der Wirkung der untersuchten Verbindungen, da ja ihr Maximum 
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Abb. 3. Wirkung des 'T-17-n-butyrats und T-17-iso-butyrats und ihrer 3-Enolester auf Samen- 
blasen und Prostata der Kastrierten Ratte 4m 10-Tage-Test. (T Testosteron. ) 


am 11. Tage im allgemeinen noch lange nicht erreicht ist. Wir sind 
daher neuerdings auch hier in einer Anzahl Faille dazu iibergegangen. 
den Gesamtverlauf der Wirkung zeitlich zu verfolgen. Dabei erhielten 
wir sehr interessante Ergebnisse, die unsere Vermutung durchaus be- 
staitigten. Hieriiber wird nach AbschluB dieser Versuche an anderem 
Orte -ausfiihrlicher berichtet werden. 


2. Test mit einmaliger Injektion. 

Bei dem von unserem Laboratorium erstmalig eingefiihrten Test 
mit einmaliger Injektion! wird z. B. eine Dosis von 2 mg einem gréBeren 
Tiermaterial verabfolgt. Nach bestimmten Zeitintervallen werden 
jeweils einige Tiere getétet und ihre Sexualorgane gewogen. In den 
Abb. 4 bis 9 sind die erhaltenen Samenblasen- und Prostatagewichte 
kurvenmaBig dargestellt. Die Versuchspunkte entsprechen jeweils 
den Mittelwerten aus mindestens 3 Versuchen. Wahrend wir uns frither 
meist damit begniigten, den Wirkungsverlauf zwar iiber das Maximum 
der Wirkung hinaus zu verfolgen, ohne aber das véllige Abklingen der 


' K. Miescher, A. Wettstein u. E. Tschopp, Biochem. J. 80, 1982, 1936. 
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Wirkung festzulegen, bestimmten wir neuerdings nach Méglichkeit den 
vollstandigen Wirkungsablauf simtlicher untersuchter Verbindungen. 
Um einen bequemen Uberblick iiber das vorliegende Kurven- 
material zu gewinnen, ist in Tabelle II jeweils der maximale Gewichts- 
zuwachs, sowie die Anzahl Tage angegeben, nach der er erreicht wird. 
Ferner ist auch die Gesamtwirkungsdauer in Tagen verzeichnet. 
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Abb. 4. Wirkung des T-17-acetats und seiner 3-Enolester sowie des freien Testosterons auf die 
Samenblasen der kastrierten Ratte im Test mit einmaliger Injektion von 2 mg. Ausgangs- 
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Abb. 5. Wirkung des T-17-acetats und seiner 3-Enolester sowie des freien Testosterons auf die 
Prostata der kastrierten Ratte im Test mit einmaliger Injektion von 2 mg. Ausgangsgewicht 
der Prostata 4eg. (T Testosteron.) 


Wirkungszuwachs und Wirkungsdauer lassen sich, wie wir in 
unserer vorlaufigen Mitteilung schon vor Jahresfrist zeigten!, gleich- 
zeitig erfassen, wenn man die von den Wirkungskurven und der Hori- 
zontalen durch den Kurvenanfangspunkt umschlossenen ,,Wirkungs- 
flachen‘‘ ausmiBt und untereinander vergleicht. Bildet man den Quo- 
tienten aus den Werten der Wirkungsflichen von Ester und freiem 
Hormon, so ergibt sich der durch die Veresterung erzielte Nutzeffekt?. 


1 Siehe auch K. Miescher, Schweiz. med. Wochenschr. 67, 1046, 1937. — 
2 Die in unserer vorlaufigen Mitteilung fiir den Nutzeffekt angegebenen 
Zahlenwerte sind irrtiimlicherweise zu gering ausgefallen; sie werden durch 
die Angaben in Tabelle II richtiggestellt. 
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Die durch die Messung der Wirkungsfliche gewonnene Zahl ist 
zur Wertung einer Verbindung insofern unbefriedigend, als sie sich 
vom gewahlten Mafstab abhangig erweist. Durch Einfiihrung des 
Begriffes der Wirkungsausbeute wurde neuerdings ein unabhiingiges 
MaB gewonnen!. Die Einheit dieser GréBe entspricht im vorliegenden 
Fall einem Gewichtszuwachs von 1 cg pro 1 Tag. Bei graphischer Dar- 
stellung wird die Einheit je nach dem gewahlten MaBstab als Quadrat 
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Abb. 6. Wirkung des T-17-propionats (Perandren) und seiner 3-Enolester auf die Same nblasen 
der kastrierten Ratte im Test mit einmaliger Injektion von 2 mg. (T Testostero n.) 
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Abb. 7. Wirkung des T-17-propionats (Perandren) und seiner 3-Enolester auf die Prostata der 
kastrierten Ratte im Test mit einmaliger Injektion von 2mg. (T = Testosteron.) 


oder Rechteck von verschiedenem Ausma® dargestellt. Die Wirkungs- 
ausbeute pro Gewichtseinheit, z. B. pro 1 mg, ergibt den Leistungsgrad 
einer Verbindung. 

Im Test mit einmaliger Injektion tibertreffen nun alle dargestellten 
Enolderivate, auBer diejenigen des Testosteronisobutyrates, die ent- 
sprechenden Monoester. Am ausgesprochensten kommt die Wirkungs- 
verstiirkung bei den Enolestern des Testosteron-17-acetats zum Aus- 
druck, da sich die Wirkungsausbeute des 17-Acetats von 62 cg-Tage durch 
Bildung des Enolacetats auf 220, des Enol-propionates auf 422 und des 


1 K. Miescher, C. Scholz u. E. Tschopp, Biochem. J. 32, 145, 1938; 
siehe auch K. Miescher, Schweiz. med. Wochenschr. 68, 1345, 1938. 
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Enol-n-butyrates auf 561 cg-Tage, also bis auf das 9fache, steigern 


laBt. Diese Zunahme wird im letzteren Falle einerseits durch eine Er 


héhung des maximalen Gewichtszuwachses, z. B. bei den Samenblasen 
von 7,9 auf 23,6 cg, andererseits auch durch Verlangerung der Gesamt- 
wirkungsdauer von 21 auf 41 Tage bedingt. Noch starker protrahiert 
ist die Wirkung des 3-Enolbenzoat-17-acetats (48 Tage); der maximale 
Gewichtszuwachs ist hier jedoch kleiner als beim 3-Butyrat-17-acetat. 



















Gegeniiber freiem Testosteron betrigt der Nutzeffekt beim Testo- 
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Abb. 8. Wirkung des T-17-n-butyrats und T-17-iso-butyrats und ihrer 3-Enolester auf die 


Samenblasen der Kastrierten Ratte im Test mit einmaliger Injektion von 2 mg. (T - 
stergn.,) 


Testo- 


steron-17-acetat 11, beim 3-n-Butyrat-17-acetat 97 und beim 3-Benzoat- 


17-acetat 90. 


Kine ahnliche, jedoch prozentual kleinere Wirkungsverstarkung 
bis auf das 2,5fache 1aBt sich durch enolisierende Veresterung des 
Testosteronpropionates erzielen. Im Gegensatz zu den Enolestern des 
Testosteron-17-acetats steigt aber innerhalb der Enolesterreihe des 
3-Stellung die 


17-Propinates mit Erhéhung des Sdaurerestes in 
Wirkungsausbeute nur noch geringfiigig an. Alle drei vom 17-Pro- 


pionat sich ableitende Enolester besitzen Wirkungsausbeuten von 


rund 600 cg-Tagen gegeniiber einer solchen von 253 cg-Tagen des 


17-Monoesters. Von den drei Enolestern zeigte das 3-n-Butyrat-17-pro- 
pionat zwar den kleinsten maximalen Gewichtszuwachs (Samenblasen 
31,1 eg), dafiir aber die lingste Wirkungsdauer (55 Tage). 


Durch Enolisierung von Testosteron-17-n-butyrat mit Essigséure 
wird ebenfalls eine Erhéhung der Wirkungsausbeute auf etwa das 
21/,fache erzielt. Das 3-Enolacetat des Testosteron-17-n-butyrats 
weist mit einer bisher noch nie erreichten Wirkungsausbeute von 
1000 eg-Tagen den gré8ten maximalen Gewichtszuwachs 
(Samenblasen 43,6 cgy als auch die langste Wirkungsdauer (66 Tage) 
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auf. In Form dieses Esters wird, auf gleiches Gewicht bezogen, das 
Testosteron 172mal besser ausgenutzt als in freiem Zustand. 

Die Enolester des Testosteron-17-iso-butyrates zeigen an den 
Samenblasen einen geringeren Gewichtszuwachs, dafiir eine langere 
Wirkungsdauer als das 17-iso-Butyrat selbst. Letzteres besitzt aber 
die héhere Wirkungsausbeute. 

Der Vergleich der Werte fiir den Nutzeffekt der Enolester, bezogen 
auf die zugrunde liegenden 17-Monoester als Einheit, ergibt eine ziemlich 
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Abb. 9. Wirkung des T-17-n-butyrats und T-17-iso-butyrats und ihrer 3-Enolester auf die 
Prostata der kastrierten Ratte im Test mit einmaliger Injektion von 2 mg. (T Testosteron.) 


vleichmaBige Wirkungsinderung an den Samenblasen wie an der 
Prostata. Einzig bei den héheren 3-Enolestern des Testosteron-17- 
acetats tritt die Wirkungsvermehrung bei der Prostata weniger in Er- 
scheinung als bei den Samenblasen. 


Tabelle UI. Rangfolge der gepriiften Verbindungen. 





Test mit einmaliger 


= Kapaunen- 10-Tage-Test ‘okti 9 

Pufigeras kamm-Test (Samenblasen) yo ere Hinton 
Testosteron (T) ........... ae 1 12 15 
T- 17-acetat ....... 2a 3 14 
T-3-acetat- Dee Pe OS F 4 13 
T-3-propionat- 17- ,, 0 ....... da 5 9 
T-3-n-butyrat-17- ,, 9 ....... 6a 8b 5 
JT-3-benzoat- 17- , ....... 9 11 7 
T 17-propionat .... 2b 2 12 
T-3-acetat- 17- Pe ears 4b 6 4 
T-3-propionat- 17- Pt Te 5 7 3 
T-3-n-butyrat- 17- - et 8 9 2 
r- 17-n-butyrat .... 6b 1 10 
T-3-acetat- 17- = oe 10 8a l 
T 17-isobutyrat ... 7 6 
T-3-acetat- 17- ‘a ing lla 10 11 


T-3-propionat- 17- - Lis llb 13 8 
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Tabelle III gibt eine Zusammenstellung der nach den drei Testen 
ermittelten Rangfolgen der von uns gepriiften Verbindungen. Dabe’ 
ist im Kapaunenkammtest die internationale Einheit, im 10-Tage-Test 
die Gewichtszunahme und im einzeitigen Test die Wirkungsausbeut: 
beriicksichtigt worden. 


Testosteron selbst steht nur im Kapaunenkammtest an erster Stell: 
bei den anderen Testen aber auf den letzten Rangen. Wahrend die 
Testosteron-17-monoester besonders im 10-Tage-Test an der Ratte die 
ersten Plitze belegen, fallen sie im Test mit einmaliger Injektion stark 
zuriick. Ganz allgemein 1éBt sich sagen, da innerhalb der einzelnen 
Esterreihen die Rangfolge im Kapaunenkamm- und 10-Tage-Test mit 
wachsendem Enolsadurerest sinkt, im Test mit einmaliger Injektion (mit 
Ausnahme der Isobutyratreihe) aber ansteigt. Besonders auffallig ist 
der Unterschied beim Testosteron-17-n-butyrat und seinem 3-Enol- 
acetat. Im 10-Tage-Test ist ersteres, im Test mit einmaliger Injektion 
letzteres das wirksamste Derivat. 


Die Verzégerung im Wirkungsanstieg der Enolester, wie sie bei den 
beiden zuerst genannten Testen zutage tritt, macht sich im einzeitigen 
Test weniger stark bemerkbar, mit Ausnahme der 17-n-Butyrat- und 
besonders der 17-[sobutyrat-Reihe, wo ein verlangsamtes Wachstum 
deutlich erkennbar ist. , 


Schon in unserer letzten Arbeit wiesen wir an dieser Stelle darauf 
hin, daB die Kennzeichnung einer Substanz nach internationalen 
Einheiten allein ein sehr unvollstandiges Bild ihrer Wirksamkeit geben 
wiirde. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen erneut, wie notwendig es ist, 
die Priifung nach verschiedenen Gesichtspunkten durchzufiihren. 


Der Leistungsgrad (Wirkungsausbeute pro 1 mg) ist in Tabelle II 
nicht besonders vermerkt. Er entspricht im vorliegenden Falle je- 
weils der halben Wirkungsausbeute. Variiert man die Dosen, so 
ergeben sich auberordentlich interessante Zusammenhinge zwischen 
der verabfolgten Dosis einerseits und Wirkungsausbeute, Leistungs- 
grad und Nutzeffekt andererseits. Hieriiber wird an anderem Orte 
eingehender berichtet?!. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird die Herstellung von 8 asymmetrischen Enoldiestern 
des Testosterons beschrieben und die Wirkung dieser Ester sowie 
zweier bekannter symmetrischer Enolderivate mit derjenigen normaler 
Testosteronester sowie von freiem Testosteron verglichen. 


1 K. Miescher, Schweiz. med. Wochenschr. 68, 1345, 1938. 
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2. Im Kapaunenkammtest (internationale Einheit) erscheinen alle 
Knolester weniger wirksam als entsprechende normale 17-Monoester. 
Das Wirkungsmaximum wird spiter erreicht. 


3. Auch im 10-Tage-Test an der kastrierten mannlichen Ratte 
stehen die Enolderivate hinter entsprechenden 17-Monoestern in der 
Wirkung zuriick. 

4. Im Test mit einmaliger Injektion tiberragen dagegen die Knol- 
diester beziiglich Nutzeffekt und Wirkungsausbeute die zugrunde 
liegenden 17-Monoester. Im allgemeinen steigt die Wirkungsausbeute 
bei wachsendem Enolsaurerest. Bei einer Wirkungsausbeute von 
1000 eg-Tagen und einem Nutzeffekt von 172 (gegeniiber freiem Testo- 
steron = 1) erweist sich in diesem Test das Testosteron-3-acetat- 
17-n-butyrat als der weitaus wirksamste unter allen Vertretern der 
mannlichen Sexualhormone. 

5. Fiir die vorliegenden Versuche wurde ein Tiermaterial von 
rund 800 Ratten eingesetzt. 








Uher die Ausnutzung der Pentosen bei der 
biologischen EiweiSsynthese. 
Il. Mitteilung: 

Aufstellung von Pentosenbilanzen bei der Ziichtung von Torula 
utilis in synthetischen und technischen Niihrsubstraten. 
Von 
Riehard Leehner und Rudolf Illig. 

(Aus dem Institut fiir Garungsgewerbe und Starkefabrikation an der Land 
wirtschaftlichen Fakultaét der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 24. November 1938, ) 


In unserer I. Mitteilung (1) tiberpriiften wir die Analytik der 
Pentosen, stellten die Leistungsfaihigkeit der gewahlten Bestimmungs- 
methode fest und untersuchten den EinfluB der im Holz vorkommenden 
Kohlenhydrate auf die Genauigkeit der Bestimmung. Erst nachdem 
die analytischen Grundlagen fiir die Aufstellung von Pentosenbilanzen 
gegeben waren, konnten wir an die eigentliche Aufgabe, das Verhalten 
der Pentosen bei der biologischen EiweiBsynthese, d. h. bei der Ziichtung 
von Torula utilis, zu studieren,- herangehen. Wir hatten seinerzeit 
bereits die Griinde dargelegt, die eine wenigstens teilweise Verwertung 
und Ausnutzung der Pentosen bei der Futterhefeziichtung wahrschein- 
lich machten, namlich die in bezug auf vergarbaren Zucker erhaltenen 
hohen Ausbeuten an Hefetrockensubstanz und der Umstand, daB die 
sogenannte Reduktionsdifferenz, d.h. die Menge des wahrend der 
Ziichtung verschwundenen reduzierenden Zuckers gréBer war als die 
angewandte Menge an vergirbarem Zucker. Beide Feststellungen, 
Schwund an reduzierendem Zucker und erhéhter Hefezuwachs er- 
ganzten sich in einer Richtung. Hinsichtlich der erzielten hohen Hefe- 
ausbeuten muB noch darauf hingewiesen werden, daB in den technischen 
Nahrsubstraten, in unserem Falle Holzzucker, auBer den verschiedenen 
Zuckern — Aminosiuren spielen keine Rolle — eine Reihe anderer 
Kohlenstoffverbindungen enthalten sind und daB von H. Fink, J. Krebs 
und R. Lechner (2) der Beweis fiir die Ausnutzung einer Reihe einfacher 
Kohlenstoffverbindungen, z. B. Essigsiure, Acetaldehyd usw., erbracht 
werden konnte. Mit der Verwertung anderer Kohlenstoffquellen als 
Zucker muB also gerechnet werden. Ein anderer Unsicherheitsfaktor 
fiir die Ausbeuteermittlung in technischen Substraten liegt in der 
analytischen Bestimmung des vergirbaren Zuckers. Beziiglich des 
reduzierenden Zuckers ist zu sagen, da in Holzzuckerlésungen auBer 
der Glucose eine Reihe anderer Zucker und auch reduzierender Nicht- 








7 


red 
ein 


yor 


7AM 
der 
bes 
Au 
Pe 
an 
fil 
TF 
Zi 
da 
tre 
fi 
be 
mi 
dle 


od 


ul 


je 


rula 


and 


der 
ngs- 
iden 
dem 
1zeN 
Iten 
ung 
zeit 
ung 
ein- 
nen 
die 
der 
die 
en, 
er- 
fe- 








Ausnutzung der Pentosen bei der biologischen EiweiBsynthese. I]. 29 
vuckerstoffe, z. B. Furfurol (3), vorliegen, die bei der Bestimmung des 
reduzierenden Zuckers als Glucose berechnet werden und zu Beginn 
einer Garung mehr reduzierenden Zucker vortéuschen als tatsiachlich 
vorhanden ist. 

Es wurden nun in reinen Glucose-Xylosemischungen und in Holz- 
guckerlésungen eine Reihe von Ziichtungen von Torula utilis nach 
dem Liiftungsverfahren ausgefiihrt, in jeder Hinsicht bilanziert, wobei 
besonderes Augenmerk auf die Pentosenbilanz gelegt wurde, und die 
Ausbeuten an Hefetrockensubstanz und RoheiweifB bestimmt. Aus den 
Pentosenbilanzen konnte zunichst festgestellt werden, ob Pentosen 
angegriffen wurden bzw. verschwunden waren. Als Vergleichsmafstab 
fiir die Ausbeuten dienten die bei der Standardziichtung (4) fiir reinen 
Traubenzucker ermittelten Werte. Fiir reine Zucker sind bei der 
Ziichtung von Torula utilis bei Einhaltung der vorgeschriebenen Stan- 
dardbedingungen die praktisch erzielbaren Héchstausbeuten an Hefe- 
trockensubstanz und RoheiweiB eindeutig festgelegt. Auf Grund der 
fiir die angewandte Menge an Glucose bzw. an vergirbarem Zucker 
bei Holzzuckerlésungen zu erwartenden Ausbeuten konnte dann er- 
mittelt werden, ob fiir eventuell verschwundene Xylose ein entsprechen- 
der Zuwachs an Hefetrockensubstanz bzw. Rohprotein eingetreten war 
oder nicht. 

Vergleichsweise wurden auch bei alkoholischen Garungen von 
Glucose-X ylosemischungen mit Kulturhefe Pentosenbilanzen aufgestellt, 
und die Ausbeuten an Alkohol bestimmt. Diese Versuche wurden 
jedoch nicht weiter ausgedehnt, da bei der vorliegenden Arbeit die 
Aufklarung der Verhaltnisse bei der Hefeziichtung im Vordergrund stand. 


Versuchsanstellung. 

Fiir die Herstellung der synthetischen Nahrlésungen wurde ver- 
wendet: Traubenzucker reinst wasserfrei DAB. 6 von Schering und 
reine Xylose der Deutschen Bergin A.-G.". 

Als technische Nahrsubstrate kamen nach dem Scholler-Tornesch- 
Verfahren und nach dem Bergius-Rheinau-Verfahren hergestellte Holz- 
zuckerlésungen zur Anwendung. Die Holzzuckerlésungen nach Scholler- 
Tornesch waren drei verschiedene Durchschnittswiirzen und der Holz- 
zucker nach Bergius-Rheinau stand als Ablaufsirup der Kristallisation 
zur Verfiigung. 

Bei den synthetischen Nahrlésungen (Versuche | bis 6) war der 
Anteil der Xylose, auf Glucose bezogen, verschieden, etwa 16, 33 und 


1 Der Deutschen Bergin A.-G., Mannheim-Rheinau, danken wir fiir 
die Uberlassung reiner Xvlose. 
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38°,,.. In den Holzzuckerlésungen nach Scholler-Tornesch (Versuche 7 
bis 10) betrug der Xyloseanteil etwa 18 bis 28°/,, in den Holzzucke: 
lésungen nach Bergius-Rheinau (Versuche 11 und 12) etwa 9°, und 
wurde in zwei weiteren Ziichtungen (Versuche 13 und 14) durch Zusatz 
von reiner Xylose auf etwa 20°, erhdht. 


Bei den Ziichtungen 5 und 6 wurden auBerdem Biospriparate 
zugesetzt. Die Herkunft und genaue Definition der verwendeten 
Praparate ist bereits von H. Fink und J. Krebs (4) angegeben worden. 
Es ist zu erwahnen, daB die Wirksamkeit dieses oder jenes Praparates 
durch langeres Lagern abgenommen haben kann. Die Praparate wurden 
gemischt und wahrend der Ziichtung in fiinf Teilgaben zugesetzt und 
zwar folgende Mengen: 





Versuch 5 Versuch 6 
mg mg 
Vitamin B,-Chlorhydrat 1,9 2,2 
Meso-Inosit inaktiv ......... 14,5 15,8 


Biotinpraparat 23,5 17,8 


Die Hefeziichtungen wurden in der von H. Fink, R. Lechner und 
J. Krebs (5) beschriebenen Garapparatur unter sogenannten Standard- 
bedingungen (4) festgelegt sind’Zuckermenge und -konzentration. 


Stellhefemenge, Zulaufschema, Gardauer, Géartemperatur, Nahr- 
salze usw. — durchgefiihrt. Jedoch wurde die Nahrsalzmenge nicht 
auf die angewandte Menge Glucose bzw. vergirbaren Zucker allein. 
sondern auf den Gehalt an Gesamtzuckerstoffen, also einschlieBlich 
Xylose, berechnet. 


In den synthetischen Lésungen sind die angewandten Zuckermengen 
durch die Einwaage an Glucose bzw. Xylose gegeben. — Der reduzierend: 
Zucker in Holzzucker- und vergorenen Lésungen wurde maBanalytisch nach 
Kjeldahl- Bertrand bestimmt und als Glucose berechnet. — Der vergdrbar: 
Zucker in Holzzuckerlésungen wurde nach der von H. Fink, R. Lechner und 
E. Heinisch (6) angegebenen Vorschrift bestimmt, jedoch wurde bei der 
Neutralisation der Holzzuckerlésungen kein Natriumsulfit zugesetzt und 
an Stelle von 0,5 g KH,PO, und 10 cem Malzkeimauszug 3° der Zucker- 
menge an Nahrsalzgemisch, bestehend aus 30,0 g Asparagin, 12,0 g KH, PO, 
und 0,8 g MgSO, verwendet. — Die Pentosenbestimmung erfolgt nach den 
von R. Lechner und R. Illig (1) festgelegten Vorschriften. — Zur Trocken- 
substanzbestimmung in der Hefe wurde etwa 1 g abgepreBte Hefe in ganz 
diinner Schicht im Wageglaschen verteilt und 4 bis 5 Stunden bei 105° 
getrocknet. — Zur Rohproteinbestimmung wurden etwa 2 g feuchte Hefe — 
bei Lésungen wurde nach Anséuern zur Sirupdicke eingedampft — mit 
etwa 7 g Selenreaktionsgemisch nach Wieninger und 30 cem konz. Schwefel- 
siure aufgeschlossen und das gebildete Ammoniak wie iiblich bestimmt. - 
Zur Aschebestimmung wurden etwa 2 g feuchte Hefe bei 105° vorgetrocknet. 
dann vorsichtig verascht und gegliiht. 


Versuch 
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Das erhaltene umfangreiche Zahlenmaterial ist der besseren Uber- 
sicht wegen nach verschiedenen Gesichtspunkten aufgeteilt. 


Pentosenbilanzen. 


In der nachstehenden Tabelle I sind die Zusammensetzungen der 
Nahrsubstrate vor und nach der Ziichtung sowie die Pentosenbilanzen 
niedergelegt. 

Es sind aufgefiihrt : 

In Spalte 1: Die Nummer der Ziichtung. 

2: Die Art des bei der Ziichtung verwendeten Nahrsubstrats. 

3: Die mit dem Niahrsubstrat angewandten Mengen an redu- 
zierendem und vergirbarem Zucker bzw. Glucose, die Menge 
des bei der Ziichtung verschwundenen reduzierenden Zuckers, 
die sogenannte Reduktionsdifferenz und die angewandte 
Xylosemenge. 
Die angewandte Xylosemenge, ausgedriickt in Hundertteilen 
des angewandten vergirbaren Zuckers bzw. der Glucose. 


Tabelle I. 
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In Spalte 5: Die Xylosekonzentration bei der Ziichtung, bezogen auf das 
Gesamtvolumen am Ende der Garung. 
6: Die nach der Ziichtung noch vorhandenen Mengen an reduzierer 
dem Zucker und an Xylose. 


a 7: Die bei der Ziichtung verschwundene Xylosemenge, ausge- 
driickt in g und in Hundertteilen der angewandten Xy, 
losemenge. 


Zunachst ist die Tatsache festzustellen, daB bei allen Ziichtungen 
ein Teil der angewandten Xylose verschwunden ist. Analytisch ist 
jedenfalls von der zu Beginn der Ziichtung vorhandenen Pentosenmenge 
nach Beendigung der Liiftungsgérung nur mehr ein Teil nachzuweisen 

Bei den Versuchen mit reinen Zuckerlésungen verschwand etwa 
ein Fiinftel der Xylose, unabhingig von der angewandten absoluten 
Menge und von dem auf Glucose bezogenen Xyloseanteil. Bedeutend 
gréBer war der Xyloseschwund bei den Holzzuckerlésungen. Er betrug 
etwa 30 bis 80°, der urspriinglichen Xylosemenge. Der gr6Bte Schwund 
war bei den héchsten absoluten Xylosemengen festzustellen, jedoch 
kann auf Grund der vorliegenden Versuche nicht allgemein behauptet 
werden, da} mit steigender Xylosemenge oder VergréBerung des X ylose 
anteils der Xyloseschwund proportional wachst. Ein Zusammenhang 
der Xylosekonzentration wahrend der Ziichtung mit der verschwundenen 
X vylosemenge ist auch nicht vorhanden, obwohl auch hier bei der héchsten 
Konzentration der Schwund am gr6Bten war. Die groben Schwankungen 
im Xyloseschwund sind bei Holzzuckerlésungen, vor allem bei den nach 
dem Scholler-Tornesch-Verfahren hergestellten, vielleicht auf wechseln- 
den Gehalt an Furfurol und Hexuronsauren zuriickzufiihren. So wird 
z. B. das Furfurol wihrend der Liiftung umgewandelt und dadurch ein 
Xvloseschwund vorgetauscht. 

Bei den vergorenen synthetischen Nahrlgsungen liegt der Gehalt 
an reduzierendem Zucker mit einer Ausnahme niedriger als der Xylose- 
wert, ist aber dem Xylosewert ungefihr proportional. Auf die Reduk- 
tionsbestimmung von Xylose soll in der folgenden Mitteilung naher 
eingegangen werden. In allen vergorenen Holzzuckerlésungen iiber- 
steigt der Wert des reduzierenden Zuckers den fiir Xylose erhaltenen 
betrachtlich. Es sind also auBer Xylose noch andere reduzierende 
Stoffe anwesend. Die Reduktionsdifferenz ist bei den Holzzucker- 
lésungen nach Scholler-Tornesch immer gréRer als der Wert fiir den- 
vergirbaren Zucker. Die Differenz entspricht ungefahr dem fest- 
gestellten Xyloseschwund. Bei Holzzuckerlésungen nach Bergius- 
Rheinau ist die Reduktionsdifferenz, soweit sie ermittelt wurde, um 
ein geringes kleiner als die Menge des vergirbaren Zuckers. 


Aushbeuten. 


Wenn die bei der Ziichtung verschwundene Xylose von der Hefe 
zum Zellaufbau verwendet wird, miiBte bei den vorhin erwahnten 





Tahalle TT. 
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Versuchen eine héhere Hefeausbeute erhalten werden als auf Grund 
des angewandten vergirbaren Zuckers bzw. der Vergleichsversuche mit 
Glucose zu erwarten war. Einwandfrei laBt sich dies wieder nur bei 
reinen Zuckern feststellen, denn in den Holzzuckerlésungen ist die 
Bestimmung des vergarbaren Zuckers immerhin mit einer gewissen 
Unsicherheit behaftet. 

Die Hefetrockensubstanz- bzw. Rohproteinausbeuten aus reinem 
Traubenzucker betragen bei den Standardziichtungen 50 bis 52°,, 
bzw. 27 bis 30°,. Diese Ausbeuten miiBten also bei Mitverwertung 
von Xylose wesentlich tiberschritten werden. 

In der Tabelle II sind die Ausbeutezahlen wiedergegeben. 

Es sind aufgefiihrt: 

In Spalte 1: Die Nummer der Ziichtung. 
— oo 2: Die bei der Ziichtung angewandten Mengen an reduzierendem 
und vergirbarem Zucker und die Reduktionsdifferenz. 


3: Die Menge und Zusammensetzung der Stellhefe. 
‘ 4: Die Menge und Zusammensetzung der Erntehefe. 
5: Der bei der Ziichtung eingetretene Zuwachs an Hefetrocken- 


substanz und. RoheiweiB. 
6: Die Hefetrockensubstanz- und RoheiweiBausbeuten, bezogen 


auf den angewandten reduzierenden und vergarbaren Zucker 


und auf die Reduktionsdifferenz. 


Bei den mit reinen Zuckern durchgefiihrten Ziichtungen sind die 
Ausbeuten normal. Sie entsprechen den fiir reinen Traubenzucker 
ermittelten Werten. Es ist in keinem Falle eine Ausbeuteerhéhung 
festzustellen. Die Ziichtungen 5 und 6, bei denen Biospraparate zu- 
gesetzt wurden, zeigen, daB auch bei Anwesenheit von Biosstoffen die 
Xylose von Torula utilis nicht ausgenutzt werden kann. Die Versuche 
mit synthetischen Nahrlésungen ergeben keinen Anhaltspunkt fiir die 
Annahme einer Ausnutzung von Xylose durch Torula utilis. 

Bei den Ziichtungen in Holzzuckerlésungen nach Scholler-Tornesch 
liegen die Hefe- und Rohproteinausbeuten ebenfalls auf der gleichen 
Hoéhe wie die Standardwerte, bei einem Versuch sogar etwas darunter. 
Die Versuche 11 und 12 in Holzzuckerlésungen nach Bergius-Rheinau 
ergaben, auf vergarbaren Zucker bezogen, ebenfalls normale Ausbeuten, 
dagegen sind bei den Ziichtungen 13 und 14 mit denselben Holzzucker- 
lésungen, aber mit Zusatz von reiner Xylose, wesentlich héhere Aus- 
beuten erhalten worden. Diese beiden letzten Versuche sprechen wieder 
fiir eine Ausnutzung der Pentosen durch Torula utilis und stimmen 
mit verschiedenen Beobachtungen bei der technischen Herstellung von 
Futterhefe iiberein. 


Alkoholgirung mit Kulturhefe. 


Nach den bei der Hefeziichtung im Liiftungsverfahren gemachten 
Erfahrungen interessierte vergleichsweise das Verhalten der Pentosen 
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bei der alkoholischen Garung mit Kulturhefe. Es war zu priifen, ob 
dabei ebenfalls ein Xyloseschwund eintritt und wenn, ob dann eine 
héhere Alkoholausbeute erhalten wird. 

Nachstehend sind einige Versuche aufgefiihrt, bei denen Glucose 
allein und zusammen mit Xylose der alkoholischen Gairung unter vollig 
vleichen Bedingungen unterworfen wurde. In den vergorenen Sub- 
straten wurde der Alkoholgehalt und teilweise auch der Gehalt an 
reduzierendem Zucker und Xylose bestimmt. Die Garungen wurden 
nach der fiir die Bestimmung des vergirbaren Zuckers gegebenen 
Vorschrift durchgefiihrt. Es wurden jeweils 19,87 g Glucose (Versuche 1] 
bis 4) und bei einem Teil der Versuche (5 bis 8) zusatzlich 4,83 g Xyvlose 
in 500 ecm Leitungswasser gelést, nach Zugabe von 0,6 g¢ Nahrsalz- 
gemisch mit 4g abgepreBter Kulturhefe (Rasse M) vergoren. Die 
Garungen 1, 2, 5 und 6 wurden bei 32° unter 6fterem Umschiitteln 
waihrend 72 Stunden, die Garungen 3, 4, 7 und 8 im Schiittelthermo- 
staten bei 32° in 27 Stunden vergoren. Nur bei den Garungen 7 und 8 
wurde in der vergorenen Lésung der Xylosegehalt bestimmt. 

Die Ergebnisse sind in der Tabelle II] zusammengestellt. 


Tabelle III. 
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| 8,63 nicht 
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Glucose 8,46 a a 5 
| -++ Xylose | 8,51 4,18 5 0,38 7.9 
8,59 4,20 0,35 Ge 
Es sind aufgefiihrt : 
In Spalte 1: Die Nummer der Garung. 
2: Die Zusammensetzung des Girsubstrats. 
3: Der Gehalt der vergorenen Lésung an Alkohol, reduzierendem 
Zucker und Xylose. 
Die nach der Garung gefundene Alkoholmenge, ausgedriickt 
in Hundertteilen der theoretisch fiir die angewandte Glucose 
nach der Gay-Lussacschen Gleichung zu erwartenden Alkohol- 
menge. 
5: Die bei der Garung verschwundene Xylosemenge, ausgedriickt 
in g und in Hundertteilen der angewandten Xylosemenge. 
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Die Alkoholausbeuten bei den mit Xylosezusatz durchgefiihrten 
Garungen sind um einen ganz geringen Betrag héher als bei den reinen 
Glucosegirungen. Es ist aber nicht zulassig, daraus ohne weiteres den 
SchluB zu ziehen, daB Xylose zur Alkoholbildung mit ausgenutzt 
wurde, denn die Alkoholausbeuten unterliegen immer gewissen Schwan- 
kungen. So kénnen z. B. gegenwartig mit der Brennereihefe Rasse M 
die friiher (5) aus Glucose erhaltenen Alkoholausbeuten von 88°, nicht 
immer erreicht werden. 

Bei der alkoholischen Garung ist von der anfangs vorhandenen 
Pentosenmenge am Ende der Garung ein Teil nicht mehr nachzuweisen. 
Der Xyloseschwund ist aber nicht so groB wie bei der Hefeziichtung 
mit Torula utilis. Das Ergebnis stimmt mit Erfahrungen bei der Ver- 
garung von Holzzuckerl6sungen mit Kulturhefen tiberein. Der Reduk- 
tionsvergarungsgrad liegt naimlich dabei héher als der Vergarungsgrad. 


Die Versuche zur Aufklarung der Ursache des Xyloseschwundes 
und der Verhaltnisse in den Holzzuckerlésungen werden fortgesetzt. 


Zusammenfassung. 


1. Bei der Ziichtung von Torula utilis in Glucose-X ylosemischungen 
im Liftungsverfahren ist am Ende der Garung ein Teil der urspriinglich 
angewandten Pentosenmenge analytisch nicht mehr nachzuweisen. Ein 
dem Xyloseschwund entsprechender Hefezuwachs war in keinem Falle 
festzustellen. Die Versuche in synthetischen Nahrlésungen ergaben 
keinen Anhaltspunkt fiir die Annahme einer Verwertung von Xylose 
durch Torula utilis. 

2. In Holzzuckerlésungen war der Xyloseschwund, auf die an- 
gewandte Xylosemenge bezogen, gréBer als in den synthetischen Nahr- 
lésungen. Die Hefeausbeuten lagen teils bei dem auf Grund des an- 
gewandten vergirbaren Zuckers erwarteten Wert, teils iibertrafen sie 
ihn. Einen Riickschlu8 fiir oder gegen die Ausnutzung von Pentosen 
lassen die Versuchsergebnisse nicht zu. 

3. Auch bei der alkoholischen Girung von Glucose-Xylosemischun- 
gen mit Kulturhefen tritt ein Xvloseverlust cin, ohne dab der Beweis 
fiir einen entsprechenden Mehrertrag an Alkohol erbracht werden konnte. 


Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die Ge- 
wahrung eines Stipendiums an den einen (R. //lig) von uns. 


Literatur. 


1) R. Lechner u. R. Illig, diese Zeitschr. 299, 174, 1938. 2) H. Fink. 
J. Krebs u. R. Lechner, ebenda 290, 135, 1937. — 3) H. Liters, Zeitschr. f. 
Spiritusindustrie 60, 7, 1937. — 4) H. Fink u. J. Krebs, diese Zeitschr. 299, 
1, 1938. — 5) H. Fink, R. Lechner u. J. Krebs, ebenda 299, 28, 1938. — 
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‘ber den Chlorophyliverlust trocknender Laub- 
blitter und iiber Chlorophyllextraktion. 


Von 
N. T. Deleano und J. Diek. 
(Aus dem Laboratorium fiir analytische Chemie der Universitat in Bukarest.) 
(Eingegangen am 21. November 1938.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Bei der Bestimmung des Chlorophyllgehaltes einer Pflanze ist es 
von groBter Wichtigkeit, in welcher Zeit nach dem Sammeln die Probe 
zur Analyse gelangt. Nach unseren Beobachtungen diirfte sogar der 
geringste Zeitverlust von weitgehendem EinfluB auf die Analysen- 
ergebnisse sein. 

Bekanntlich zersetzt sich das Chlorophyll in kolloider Lésung 
durch die Einwirkung des Lichtes. Im Zusammenhang damit be- 
stimmten wir das Chlorophyll im Laube einer Bruchweide einerseits 
sofort nach dem Sammeln der Blatter, andererseits nach verschieden 
langer Einwirkung des Sonnenlichtes, nach Aufbewahren im Schatten 
und Dunkeln und Trocknen im Trockenschrank bei steigenden Tempe- 
raturen. 

Die Analysenergebnisse sind in der Tabelle zusammengefaBt. Aus 
ihnen geht eindeutig hervor, da das Chlorophyll in den Laubblattern 
waihrend dem Trocknen nicht nur durch héhere Temperatur, sondern 
auch durch das Licht, ja selbst beim Aufbewahren im Dunkeln 
zerstért wird. 

Im Sonnenlicht biiBen die véllig entwickelten Blatter bei 34 bis 
38°C nach 3 Stunden schon 4,5°%, ihres Chlorophyllgehaltes ein. Nach 
6 Stunden erreicht dieser Schwund 9,4°/, usw. und nach 120 Stunden 
43°,, des Chlorophyllgehaltes der griinen Blatter. Bei noch langerem 
Trocknen im Sonnenlicht scheint keine weitere Zersetzung  statt- 
zufinden. Da die Blatter waihrend der Nacht nicht beleuchtet wurden 
trockneten sie bei der iiber 12 Stunden hinausgehenden Einwirkung 
abwechselnd etwa je 12 Stunden im Sonnenlicht und im Dunkeln. 

Es soll noch bemerkt werden, da8 sowohl hellgriine, noch nicht 
véllig ausgewachsene, wie auch die herbstlich vergilbten Blatter im 
Sonnenlicht kleinere Mengen ihres Chlorophyllgehalts einbiiben, ohne 
daB eine Beziehung zu dem absoluten Chlorophyllgehalt zu bestehen 
scheint. 

Im Schatten ist die Zersetzung des Chlorophylls bedeutend ge- 
ringer. In den ersten 3 Stunden betragt der Schwund bei 23°C bloB 
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22° . Nach langerem Trocknen 96 Stunden erreicht aber de 
Verlust auch hier etwa 20°... 

Auch in den im Dunkeln aufbewahrten Blattern zerfallt das Chlor« 
phyll, aber erst nach langerem Trocknen. Hier weist der Chlorophy! 
gehalt nach 8 Stunden einen Schwund von noch kaum 1°,, auf. Nac} 
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Abb. 1, 
ar r 120 Stunden zersetzen sich hier 
i | ons ‘ : ° 
| 15°,, des Chlorophylls. Bei noch 
. | langerem Trocknen findet keine 
weitere Zersetzung statt. 
C | 
Im Trockenschrank werden in 
or | 6 Stunden bei 40°C 34°, des 
. | Chlorophylls zerstért. Bei héherer 
Se |  Temperatur zersetzt sich das Pig- 
| ment sehr leicht. Der Schwund be- 
8 tragt bei 65°C in 6 Stunden schon 
76,.6°.. Bei 80°C bleiben nach 
oes ae 
y } 6 Stunden kaum einige Prozente des 
| Chlorophvlls intakt und bei 110°C 
ae | T . 








) TS O89, Ch eec:«Sind nach 6 Stunden kaum mehr 
Spuren des Pigments vorhanden: 
bei 130°C wird es restlos zerstért. 
In Abb. 1 ist die Einwirkungszeit (Trocknen) im Sonnenlicht, 


Abb. 2. 


Dunkeln und Schatten in Stunden auf die Abszisse und der Chlorophyll- 
gehalt in mg fiir 100g Frischgewicht- auf die Ordinate aufgetragen. 
Aus Abb. 2 ist der Chlorophyllschwund bei verschiedenen Tempera- 
turen bei einem je 6 Stunden langem Trocknen ersichtlich. Auf der 
Abszisse ist die Temperatur in °C aufgetragen. 

Vergleicht man den Chlorophyllschwund der im Sonnenlicht und der 
im Trockenschrank je 6 Stunden bei etwa 40°C aufbewahrten Blatter. 
so ergibt sich, da bei 34 bis 40°C die Temperatur nur einen geringen 
EinfluB auf die Chlorophylizersetzung ausiibt: im Trockenschrank 
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werden bei 40° C in 6 Stunden nur 3,4°,,, bei 34 bis 38° C in derselben 
Zeit im Sonnenlicht aber 9,4°,, des Chlorophylls zerstért. Diese Differenz 
muB also dem EinfluB des Lichtes zugeschrieben werden. 

Wahrend es bei der Zersetzung des Chlorophylls durch das Licht 
im wesentlichen auf photodynamische Wirkung, vielleicht Oxydations- 
prozesse, oder auf eine Stérung der Addition der Kohlensaure an Chloro- 
phyll ankommt, kann die Zersetzung des Pigments im Dunkeln vielleicht 
auf die Wirkung der Oxydasen, der organischen Sauren, evtl. des trau- 
matischen Reizes! zuriickgefiihrt werden. 


Chlorophyllverlust der Laubblatter 








An- 
gewandt Gueunen Geteniun Chlorophyll- 
Datum ——— Getrocknet Temp. pete Mg NH, AsO,/ Chloro- seein 
blitter ‘ -6HLO phyll a 
1938 g Std. oC 0), mg mg mg . 
Im Sonnenlicht. 
10 frisch 8,6 26,5 
10 3 36—38 > 66 8,2 25,3 1,2 4,5 
10 6 36—38 66 7,8 24,0 2,5 9,4 
i. VI 10 12 34— 38 66 7,6 23,4 55 11,7 
sae 10 28 23—38 66 7,2 22.3 4,3 | 16,2 
10 72 23—38 66 6,2 19,1 74 27,9 
10 120 23—38 66 4,9 15,1 11,4 43,0 
10 144 23—38 66 1.8 14,8 rhe 44,1 
Im Schatten. 
10 3 23 22 8.4 25,9 0.6 2,2 
10 12 23,5 48 8.4 25,9 0.6 29 
L: ¥I 10 24 23,5 63 8,2 25,3 1,2 4,5 
| 10 48 23.5 65 7,2 222 43 162 
{ 10 96 23,5 66 6,9 21,2 5,2 19,6 
Im Dunkeln. 
10 3 20 20 8,6 26,5 
10 8 20 36,5 8,5 26,2 0.3 1,1 
10 24 20 63 8,2 95,3 Be 4,5 
t. Vii ) 10 48 20,5 63 7,4 22,8 3,7 14,0 
10 72 20,5 63 7,4 22,8 3,7 | 14,0 
| 10 120 20,5 65 7,3 22.5 4,0 15,1 
10 144 20,5 65 (pf: 22,5 4,0 15,1 
Im Trockenschrank. 
10 6 40 63 8,3 25,6 0.9 3,4 
| 10 6 65 66 2,0 6,2 20,3 76,6 
1. VI 10 6 80 66 0,5 1,54 24,96 94,2 
10 6 110 66 Spuren 
10 6 130 66 


1 A. Meyer u. N. T. Deleano, Zeitschr. ft. Bot. 3, 657—701, 1911: 
%. 209—320, 1913. 











N. T. Deleano u. J. Dick: 


Will man also das Chlorophyll einer Pflanze oder eines Pflanzen 
organs quantitativ messen, so mu das sofort geschehen. Die gesamme! 
ten Proben miissen beim Transport oder evtl. nétigem Aufbewahren 
im Laboratorium mit einer dunklen Hiille (Tuch) umgeben, an einem 
kiihlen Ort aufgehoben und so rasch als méglich analysiert werden 


Das Chlorophyll wurde nach unserem Verfahren auf gewichts 
analytischem Wege bestimmt!. (Kolorimetrische Bestimmungen geben 
unbrauchbare Ergebnisse infolge der Bildung von Phaophytin.) Das 
Pigment wird zu diesem Zwecke sowohl aus griinen als auch getrockneten 
Blattern mit Alkohol extrahiert. 

Vor kurzem beschrieb F’. Rogozinski? die Bestimmung des Chloro 
phylls nach unserem Verfahren, meint aber, daB aus trockenen Blattern 
nur ein Teil des Chlorophylls mit Alkohol extrahiert werden kann und 
empfiehlt Aceton zu diesem Zweck nach einer Vorextraktion mit 
30 °Ligem Aceton. Rogozinski benutzt zu seinen Extraktionen 90°,,igen 
Alkohol und nicht 95°/igen nach unserer Vorschrift. Da wir bei der 


o's 

ersten Beschreibung unseres Verfahrens nur iiber die Bestimmung 
bzw. Extraktion des Chlorophylls mit Alkohol aus griimen Blattern 
berichten, stellten wir jetzt auch einige Versuche mit trockenen 
Blattern an. 


5 bis 10g trockener Silberpappelblatter, die im Jahre 1933 (6. und 
24. August, 15. September), wie auch’ Zea-Maisblatter, die am 19. Juli 1933 
gesammelt waren und damals z. T. bei 60° C, z. T. an der Luft und dann im 
Exsikkator vollends getrocknet und grob zermahlen worden waren, haben 
wir in einem Morser mit Glassplittern weiter zerrieben und in kleinen 
Portionen mit 95° igem (im ganzen mit 300 bzw. 500 cem fiir 5 baw. 10g 
Blattpulver) Alkohol extrahiert. Beim Beginn bleibt das Blattpulve: 
langere Zeit (etwa 2 Stunden) und bei jedem weiteren Ausziehen etwa 
10 bis 15 Minuten lang mit dem Alkohol stehen. Der letzte Auszug ist nui 
mehr sehr schwach griin gefarbt. Extrahiert man nun dieselbe Probe 
weiter mit kleinen Portionen Aceton — insgesamt etwa 100 ccm —, so ist 
die Acetonlésung um nichts mehr gefirbt als der letzte alkoholische Auszug. 
Vergleicht man den Acetonauszug mit dem Gesamtalkoholauszug kolori- 
metrisch, so ergibt sich, daB in ersterem héchstens 1,5 °, des Gesamtchloro- 
phylls enthalten sind. 

Verfahrt man umgekehrt, extrahiert man also zuerst mit kleinen 
Portionen Aceton unter gleichen Bedingungen (mit insgesamt 300 bzw. 
500 cem), so ist der letzte Auszug ebenfalls noch sehr schwach griin gefarbt. 
Zieht man nun weiter mehrmals mit insgesamt etwa 100 cem Alkohol aus, 
so ist letzterer sogar bedeutend griiner gefarbt als der Acetonauszug, der 
nach der Alkoholextraktion erhalten wurde. Dieser Teil verhalt sich zum 
Gesamtchlorophyll wie 1 zu 100. (Alkoholische Chlorophyllésungen sind 
dunkelgriiner gefarbt als acetonische Lésungen in entsprechender Kon- 
zentration.) 


tN. T. Deleanou. J. Dick, diese Zeitschr. 268, 317, 1934. — ? F. Rogo- 
zinski, Sur le dosage gravimétrique de la chlorophylle, Bull. de l’Acad. 
Polonaise d. Sc. et d. Lettr., Série A, 483, 1937. 
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Aus diesen Versuchen geht hervor, da das Extraktionsverfahren 
mit Alkohol auch bei trockenen Blattern mit ebenso gutem Erfolg 
benutzt werden kann wie das Acetonverfahren. Vollkommen farblos 
wird weder der letzte Alkohol- noch der letzte Acetonauszug, auch 
dann nicht, wenn man mit insgesamt je 300 ccm der Lésungsmittel 
in kleinen Portionen wetterextrahiert. 

Wir ziehen aber Alkohol als Extraktionsmittel auch aus folgendem 
Grund vor. Bei einem Vorextrahieren mit 30°,,igem Aceton besteht 
die Gefahr, da das Chlorophyll durch hydrolytische Spaltung 
merklich Magnesium verliert. Da wir nach unserem Verfahren aber 
das Magnesium bestimmen, mu stets das intakte Chlorophyll erfabt 
und sein Abbau in der Lésung zu Phaiophytin und MgCO, bzw. 
Mg(HCO,), verhindert werden. Nimmt man an, dai der Zersetzung 
des Chlorophylls eine Addition vorausgeht, wobei das Chlorophyll ein 
Additionsprodukt mit Kohlenséure bildet, so wird das Chlorophyll in 
einer Lésung, in der die Konzentration des organischen Lésungsmittels 
unter einer gewissen Grenze bleibt, teilweise in Phaophytin und MgCO, 
bzw. Mg(HCQO,), zerfallen, besonders in sehr verdiinnten Lésungen. 
Dabei wird das Additionsprodukt des Chlorophylls a leichter zersetzt 
als jenes von Chlorophyll b. In einer alkoholischen Lésung aber disso- 
ziiert die Kohlensiureverbindung des Chlorophylls in Chlorophyll und 
CO,. Schon in einer 80°, igen alkoholischen Lésung bleibt der Mag- 
nesiumkomplex tagelang intakt (Willstdtter und Stoll). 








Zur Kenntnis reduzierender Zucker. V.' 
Von 
WI. Bednarezyk und L. Marchlewski. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium der Jagiell. Universitit 
in Krakow.) 
(Eingegangen am 12. November 1938.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


In friiheren Mitteilungen? hat einer von uns mit seinen Mitarbeitern 


vezeigt, daB Aldosen und reduzierende Polysaccharide keine selektive 
Absorption kurzwelligen Lichtes verursachen, was mit der Annahme 
iibereinstimmt, daB sie keine freien Aldehydgruppen im Molekiil ent 
halten. Von den Ketosen wurde bis jetzt nur die Lavulose untersucht. 
Friihere mit Kwiecinski ausgefiihrte Versuche zeigten, daB Lavulose 
selektive Absorption aufweist, und dieser Befund wurde spater an be- 


sonders gereinigten Praparaten von uns bestatigt®. Trotzdem war es 
angezeigt, diesen Befund durch das Studium anderer Ketosen zu er- 
harten. Wir wahliten die Sorbose, welche leichter rein zu erhalten ist 
als Lavulose. , 

Als Ausgangsprodukt diente Sorbose der Werke Hoffmann-La Roch 
in Basel. Das Originalpraparat schmolz bei 164,5 bis 165,0°C. Es wurde 
in wasseriger Lésung mit dem Spekker-Hilgerschen Spektrophotometer und 
unter Anwendung eines Funkens von hoher Spannung zwischen Stahl 
Wolframelektreden als Lichtquelle optisch untersucht. 


Konzentration ¢ = 0,5 Mol, Schichtaicke d = 2 cm. 





log F 


0,70 

0,52 

0,40 

— 0,30 

- 0,22 

2468 = 2354 — 0,16 
2548 2307 0,10 
2620 2288 0,05 
2278 0,00 

2269 0,04 

2260 0,08 

2250 0,11 

2235 0,15 

2227 0,18 


' Vorgelegt der Polnischen Akademie der Wissenschaften. — ? Diese 
Zeitschr. 250, 385, 1932; 261, 393, 1933; 262, 248, 1933: 265, 50, 1933. — 
®* Bull. de PAcad. Pol. des Sciences 1987, S. 140. 
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Mit Hilfe dieser Werte wurde die molare Extinktionskurve 1 
\bb. 1) erhalten. Sie hat selektiven Charakter und zeigt ein Maximum 
bei 2725 A, log E = 0,0, und ein Minimum bei 2410 A, log E 0,2. 
Das Originalpraparat wurde zur weiteren Reinigung unter Zuhilfe- 
nahme eines Soxhlet-Apparates in Methanol gelést: aus der Lésung 
schieden sich Kristalle aus. Diese wurden in einer méglichst kleinen 
Menge Wasser gelést und die Lésung wurde dann mit einer gréBeren 
Menge Methanol versetzt. Die erhaltenen Kristalle (Schmelzpunkt 
164 bis 165°C) wurden in wasseriger Lésung optisch untersucht : 


0,5 Mol, d 2¢m. 





log E 


0,1 3208 1,30 
0,2 3021 2478 2375 1,00 
0,3 2824 2650 2301 0,82 
0,4 2270 0,70 
0,5 2247 0,60 
0,6 2225 0,52 
0,7 2210 0.46 
0,8 2196 0.40 
0.9 2185 0,35 
1,0 2174 - 0,30 
1,1 2165 0,26 
1,2 D157 0,22 


Diese Werte fiihrten zur molekularen Extinktionskurve 2 (Abb. 1). 


Sie zeigt ein Maximum bei 2750 A, log F 0.78, und ein Minimum 
bei 2420 A. log FE — 1,04. 














Nach weiterem dreimaligen Umkristallisieren aus Mischungen von 
Methanol und Wasser wurde das Praparat mit folgendem Resultat 
untersucht : 
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Mol, d 2em. c 0.5 Mol, d 
(Mittelwerte.) 





log FE 


0,1 3229 1,30 
0,2 2929 2604 2323 1,00 
0,3 2257 0,82 
0,4 2230 0,70 
0.5 2211 0,60 
0,6 2199 0,52 
0,7 2188 0,46 
0,8 2175 0,40 
0,9 2167 0,35 
1,0 2158 0,30 
1,1 2146 0,26 


Der Schmelzpunkt blieb unverandert (164,5°). Den angegebenen 
Werten entspricht Kurve 3, welche ein Maximum bei 2800 A, log £ 

0.9, und ein Minimum bei 2425 A, log E == 1,14, aufweist. 

Ein zweites Sorbosepriparat derselben Herkunft, viermal aus 
Mischungen von Wasser und Methanol umkristallisiert (Schmelz. 
punkt 164°) ergab Kurve 4 (Abb. 1). Sie zeigt cin Maximum be i 
2800 A, log E 0,9, und ein Minimum bei 2490 A, log E 1,08. 
Dasselbe Praparat, sechsmal umkristallisiert, zeigte denselben Schmelz- 
punkt und die Extinktionswerte der Kurve 5. Sie zeigt ein Maximum 
bei 2780 A, log E 0,9, und ein Minimum bei 2420 A, log E = — 1,2. 

Kurve 6 (Abb. 1) entspricht einer Beimengung, welche aus den 
verschiedenen Mutterlaugen isoliert wurde. Sie wurde unter der An- 
nahme konstruiert, dab der isolierte Kérper dasselbe Molekulargewicht 
besitzt wie Sorbose, wihrend der Verlauf der Kurven 2, 3 und 4 sehr 
ihnlich ist, zeigen die Kurven 1 und 6 viel starkere Absorptionen. 
welche auf Verunreinigungen hinweisen. 


Aus obigen Ergebnissen ist zu schlieBen, daf Sorbose selektiv 


kurzwelliges Licht absorbiert, wobei das Maximum der Absorption 
in das Gebiet 2780 bis 2800 A fallt. Ganz ahnliche Werte wurden 
beim Studium der méglichst rein dargestellten Lavulose erhalten. Es 


erscheint daher sicher, das Ketosen, im Gegensatz zu Aldosen, wenig- 
stens zum Teil in wasseriger Lésung in Form von freien Ketonen vor- 
liegen. 

Unter den Derivaten der Glucose ist eines, welchem iibereinstimmend 
die Aldehydketonstruktur zugeschrieben wird, namlich das Glucoson. 
Ubereinstimmend mit dieser Annahme zeigt dieser Kérper ausgeprigte 
selektive Absorption des kurzwelligen Lichtes. 

Das benétigte Glicoson haben wir nach der Vorschrift von EH. Fischer 
dargestellt, allerdings wurde es nicht kristallisiert erhalten. Das Praparat 
war nahezu farblos und wurde bis zum konstanten Gewicht im Vakuum 
getrocknet. 
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€ 0,1 Mol, d 0.5 em. € 0,05 Mol, d lem. 
(Mittelwe1 te.) 
‘ 4 log } 
0,1 3920 0,30 
0,2 3595 0,60 
0,é 3445 0,78 
0,4 3382 0,90 
0,5 3325 1,00 
0,6 3297 2565 2452 1,09 
0,7 3260 2623 2411 1,15 
0,8 3225 2666 2383 1,20 
0,9 3197 2687 2364 1,25 
1,0 3166 2708 2345 1,30 
CB! 3150 2732 2331 1,34 
lz 3118 2765 2321 1,38 
1,3 3092 2800 2309 1,41 
en 1,4 3064 2835 2297 1,45 
ey 1,5 3034 2971 2286 1,48 
1,6 3007 §=2916 82276 1,50 
1,7 2267 1,53 
JUS 1,8 2258 1,56 
Iz- ° ; 
: Den obigen Werten entspricht die Kurve in Abb. 2. Sie zeigt ein 
ve 1 5 I die 
ro Maximum bei 2975 A. log E 1.52. und ein Minimum bei 2510 A. 
§ 1,04. 
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Abb. 2. 











Zur Kenntnis der Azine. 
Von 
Wi}. Bednarezyk und L. Marehlewski. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium der Jagiell. Universitit.) 
(Eingegangen am 12, November 1938.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Durch die Aufklarung des Vitamins B, haben die Azine besondere 
Bedeutung erlangt. Als Azinbildner verdient vor allem das Alloxan 
Beachtung, es reagiert leicht mit aromatischen O-Diaminen, wobei 
zwei Sauerstoffatome des ersteren in Reaktion treten. Um das Azin 
vlatt zu erhalten, miissen jedoch die Versuchsbedingungen entsprechend 
gewahlt werden. Kombiniert man Alloxan mit o-Phenylendiamin in 
saurer Lésung bzw. mit dem Chlorhydrat des Diamins, so entsteht 
nahezu  quantitativ Alloxazin. Bei AusschluB von Mineralsaiuren 
verlauft die Kondensation anders, es bildet sich eine Ureidsaure. Wird 
z. B. 142g Alloxan in 20 cem Wasser gelést und mit einer aquimole- 
kularen Menge von o-Phenylendiamin-Chlorhydrat versetzt, zu welcher 
vorher ein groBer Uberschu8 von Natriumacetat zugesetzt war, und die 
Mischung 2 Stunden lang auf dem Wasserbade erhitzt, so erhalt man 
nach dem Abkiihlen eine gelbe Fallung, welche in siedendem Wasser 
vollstandig léslich ist und hieraus in sch6nen gelben Nadeln auskristalli- 
siert. Schmelzpunkt 238 bis 239°C. Der Kérper zeigt saure Eigen- 
schaften, lést sich sehr leicht in Alkalien ufid ist zweifellos ein nach 
der Forme] 

£0. {N 
NH 
| 
CO C. 
N 
NH, OH 
gebautes Siureureid, analog den Ureiden, welche Hinsberg (1) erhalten 
hat. Die Entstehung eines Ureids unter diesen Umstéanden kann aut 
zweierlei Wegen erklart werden. Zuniachst kénnte man annehmen, dab 
Alloxan je nach den Umstinden entweder als heterocyclischer oder 
offener K6érper gebaut ist, wobei letztere Konstitution in neutraler 


wisseriger Lésung, erstere in saurer Lésung vorliegen wiirde. Die 
Entscheidung konnte durch die spektrographische Untersuchung neu- 
traler und saurer Lésungen getroffen werden. Wir untersuchten das 
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Absorptionsvermégen einer neutralen und einer 5°,, HCl enthaltenden 
Lésung mit folgendem Ergebnis: 
Konzentration 0,002 Mol, 


Schichtdicke d 0,5 em, Konzentration 0,002 Mol. 
neutrale Lésung. d 2¢m. 








F log « ¢ A : log ¢ 


600 : é 2530 75 1,87 
700 a: 2512 100 2,00 
800 c 2492 125 2,10 
900 2485 150 2,18 
1000 ; 2474 175 2,24 
1100 2467 200 2,30 
1200 2458 225 2,35 
1300 2455 250 2,40 
1400 2448 275 2,44 
1500 ‘ 2445 300 2,48 
: 2439 325 2,51 

2434 350 2,54 

2424 375 2.57 


Konzentration 0,02 Mol, Konzentration 0,02 Mol, 
d 0,5 em. d 4 em. 








log « % A g log « 


1,60 3046 1,25 0,10 
1,70 2980 2.50 0,40 
1,78 2950 3,75 0,57 
1,84 2930 5,00 0,70 
1,90 2927 6,25 0,80 
1,95 2915 7,50 0,87 
2,00 2909 8,75 0,90 
2,04 2902 10,00 1,00 
2,08 ‘ 2895 11,25 1,05 
2,11 2890 12,50 1,10 
2,15 2885 13,75 1,14 
2,18 ‘ 2878 15,00 1,18 
: 2876 16,25 1,21 

2872 17,50 1,24 

2865 18,75 1,27 


Aus diesen Werten ergibt sich die molare Extinktionskurve, welche 
in Abb. 1, Kurve 1, wiedergegeben ist. 

Ganz analoge Werte wurden fiir Lésungen des Alloxans erhalten, 
welche 5°,, HCl enthielten. Die entsprechende Kurve 2 fallt mit der 
Kurve 1] nahezu vollstandig zusammen. 

Aus diesen Befunden ist zu schlieBen, da Alloxan in neutraler 
oder saurer Lésung denselben und zwar wahrscheinlich den hetero- 
cyclischen Bau besitzt und daB die Bildung des Saiureureids in zwei 
Stadien verlauft. Dabei reagiert zunachst nur eine Aminogruppe des 


Diamins, darauf erfolgt die Sprengung des Alloxanringes unter Auf- 
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nahme von Wasser und schlieblich tritt die zweite Amingruppe i: 
Aktion unter Bildung des Azinringes. Die Lichtabsorption dieses 


rs a . 
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bias \ 











Abb. 1. 
Ureids wurde in wasseriger und alkalischer Lésung mit folgenden 
Ergebnissen untersucht: 
W asserige Lésungen. 

Tafel I. Tafel LI. 
Konzentration ¢ 0,0005 Mol, Konzentration ¢ 0,0005 Mol, 
d 2cem; d 0,5em; 
Konzentration ¢ 0,000 25 Mol, Konzentration ¢ 0,000 25 Mol, 
d = 4cm d = lem 
(Mittelwerte). (Mittelwerte). 





4 


A é 


3385 1600 
3317 2781 2000 
3254 2842 2400 
3190 2873 2800 
3137 2911 3200 
3096 2941 3600 
3054 2988 2! 4000 
4400 
4800 
5200 
5600 
6000 


4482 100 
4417 200 
4362 300 
4310 400 
4265 500 
4227 600 
4185 700 
4142 800 
4107 900 
4085 1000 
4050 1100 
3995 3640 3510 | 1200 
3970 3707 3470 | 1300 
3920 3745 3445 | 1400 

3415 1500 
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Zur Kenntnis der Azine. 


Tafel LIL. 


Konzentration c = 0,000125 Mol, d 0,5 em. 





log « ¢ A é log « 


2436 11 200 4,05 é 2312 19 200 4,28 
2408 12 800 4,11 2296 20 800 4,32 
2383 14 400 4,16 2265 22 400 4,35 
2353 16 000 4,20 2213 24 000 4,38 
2335 17 600 4,25 





Die mit Hilfe dieser Werte erhaltene molare Extinktionskurve 3 
(Abb. 1) zeigt zwei Maxima und zwei Minima: 


Band I. Maximum bei 3010 A, log e 
IT. Ee » 3875 A, loge 

I. Minimum ,, 2760 A, loge 

oo ee Pe , 3570A, loge 


Die alkalische Lésung des Ureids zeigt ein analoges Spektrum 
(Kurve 4, Abb. 1), jedoch sind nur ein Maximum und ein Minimum 
deutlich wahrzunehmen. 


Zum Vergleich geben wir noch das Spektrum des Alloxazins wieder, 
dessen molare Extinktionskurve der Kurve 5, Abb. 1, entspricht. Sie 
zeigt drei Maxima und drei Minima: 

Band TI. Maximum bei 2545 A, log «¢ 4.63 
I. a » 3310 A, log 3,66 

ILI. js .. 3880 A, log e = 3.59 

I. Minimum , 2255 A, log e¢ 3,96 

IT. as .. 2990 A, log 3,29 

III. io .. 3480 A, log e = 3,41 


Die obigen Werte beziehen sich auf eine Alloxazinlésung in n/100 
NaOH, sie stimmen mit den Angaben von Kuhn (2) und Mitarbeitern 
iiberein. 


Es erscheint nicht ausgeschlossen, daB auch andere Azine kiinftig 
biologisches Interesse beanspruchen werden. Als Azinbildner werden 
voraussichtlich vor allem Diketone in Frage kommen, und besonders 
solche, welche von Substanzen abstammen, die schon jetzt als Bestand- 
teile von Pflanzen bekannt sind. Zu diesen miissen Abkémmlinge des 
Indols gerechnet werden. Indoxyl ist bekanntlich ein Bestandteil 
des pflanzlichen Indikans, in naher Beziehung zu demselben steht 
Isatin, welches bekanntlich (3) mit aromatischen Diaminen Azine 
liefert. Wir haben deswegen das optische Verhalten dieser Gruppe 
von Ké6rpern naher untersucht. Das Isatin reagiert bekanntlich 
tautomer: In alkoholischer Lésung liegt es in Form eines zwei 
Carbonylgruppen enthaltenden Kérpers vor, eine Annahme, die durch 
das optische Studium des Isatins bewiesen wird. Entgegen den Ver- 
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suchen von Morton und Rogers (4) konnten Dabrowski und March 
lewski (5) die Ergebnisse von Hartley in vollem Mafe bestatigen. 
indem sie neuerdings zeigen konnten, da der Stickstoffather grund 
sitzlich dasselbe Spektrum besitzt wie Isatin, wahrend die Licht- 
absorption des Sauerstoffathers ganz anders verlauft. In wasseriger 
Lésung des Isatins liegen die Verhaltnisse insofern anders, als hier 
noch mit freier Isatinsiure zu rechnen ist. Kondensiert man daher 
Isatin in wasseriger Lésung mit o-Phenylendiamin, so erhalt man 
neben dem Indophenazin von der Formel 
Nv 
C: 


a. 
NH 


N 


kleine Mengen von o-Aminophenyl-Hydroxychinoxalin von der Forme! 


N 


NH, N 
OH 
Das Indophenazin wurde in der friiher angegebenen Weise hergestellt 
und gereinigt, es zeigte einen etwas héheren Schmelzpunkt (295 bis 297° C) 
als friiher gefunden wurde. Es kristallisiert entweder in langen, gelben 
Nadeln oder kurzen, breiten Prismen. Das optische Absorptionsvermégen 
wurde fiir alkoholische Lésungen bestimmt. Gefunden wurde: 


Tafel I. 


Konzentration ¢ 0,0001 Mol, d 2cm, und Konzentration 
¢ = 0,00005 Mol, d = 4cm (Mittelwerte). 





4565 
4442 500 
4372 1000 
4280 1500 
4210 2000 
4150 2500 
1070 3757 3000 
3710 3500 
3692 4000 
3685 4500 
3677 5000 
3672 5500 
3667 6000 
3663 6500 
3659 7000 
3655 7500 





Zur Kenntnis der Azine. dl 


Tafel Il. Konzentration c 0,0001 Mol, d 0,5em, und Konzen- 


tration ¢ 0,00005 Mol, d lem (Mittelwerte). 





A F log « « log « 
0,0 2991 2865 ; 0,4 3636 3317 8000 3,90 
0,1 3105 2814 2000 3,30 0,5 3617 3385 10000 4,00 
0.2 3682 3191 2792 4000 3,60 0,6 3600 3484 12000 4,08 
0.3 3660 3252 6000 | 3,78 0,7 3587 3520 14000 4,15 


Tafel III. Konzentration ¢ = 0,00002 Mol, d lem, und Konzen- 
tration ¢ 0,00001 Mol, d 2cm (Mittelwerte). 





« log « 


0,0 2805 

0,1 2785 2485 5 000 3,70 
0,2 2765 2525 10 000 4,00 
0,3 2754 2560 15 000 4,18 
0,4 2742 2584 20 000 4,30 
0,5 2732 2605 25 000 4,40 
0,6 2723 2626 30 000 4,48 
0,7 2707 2661 35 000 4,54 


Mit Hilfe dieser Werte wurde die molare Extinktionskurve 2 
(Abb. 2) erhalten. Sie zeigt drei Maxima und drei Minima: 


. Minimum 2440 A, log e 3,66 
2950 A, log 3,17 
3810 A. log e 3.45 


I. Maximum 2685 A, log é 
3570 A, log e 
3970 A, log € 


ss 
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Zum Vergleich mit dem Spektrum des Indophenazins geben wi: 
das Spektrum des o-Aminophenyl-Hydroxychinoxalins, welches dem 
des obenerwahnten Saureureids ahnlich ist. Dieses Hydroxychinoxalin 
derivat bildet sich, wie erwahnt, neben dem Indophenazin beim Konden- 
sieren einer wasserigen Isatinlésung mit dem Diamin oder in quanti 


cativer Ausbeute beim Verseifen des Kondensationsproduktes von 
Acetylisatin mit o-Phenylendiamin. Lésungen von Acetylisatin ent 
halten nach dem optischen Verhalten solcher Lésungen freie Acety! 
isatinsdure. o-Aminophenyl-Hydroxychinoxalin lést sich leicht in 
wasserigen Alkalien, kristallisiert in sch6nen gelben Nadeln und schmilzt 
bei 258 bis 266°C. Optisch wurden alkoholische Lésungen untersucht. 


Tafel I. 
Konzentration ¢ 0,0001 Mol, d = 0,5em, und Konzentration 
ce = 0,00005 Mol, d = 1 em (Mittelwerte). 





4 é log « @ vi 


2535 8 000 3,90" 0,8 2353 16 000 
2481 10 000 4,00 0,9 2314 18 000 
2436 12 000 4,08 1,0 2273 20 000 
2392 14 000 4,15 Li 2259 22 000 


Tafel II. 


Konzentration c 0,0001 Mol,’d 2em, und Konzentration 
c 0,00005 Mol, d 4cm (Mittelwerte). 





log « 


4932 1000 3,00 
4787 1500 3,18 
4687 2000 3,30 
4600 2500 3,40 
4537 3000 3,48 
4475 3500 3,54 
4412 4000 3,60 
4312 4500 3,65 
4207 3253 3190 2727 2663 5000 3,70 
3985 3297 3156 2778 2635 5500 3,74 
3860 3352 3128 282% 2615 6000 3,78 
3780 3398 3100 2876 2602 6500 3,81 
3745 34389 3065 2933 2593 7000 3,84 
3727 3465 2998 7500 3,87 
8702 3530 8000 3,90 


Mit Hilfe dieser Werte ist Kurve 1 (Abb. 3) erhalten, sie zeigt zwei 
Maxima und zwei Minima: 
I. Maximum bei 2560 A, log e 4,35 
Lt. 96 ., 3550 A, log e 4,22 
I. Minimum ,, 2390 A, log e 3,89 
a. ~ , 2820 A, loge 3,27 
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Zum Vergleich geben wir in derselben Abbildung das Spektrum 
des Saureureids Kurve 2. Wie ersichtlich, sind die Lichtabsorptionen 
beider K6rper ziemlich ahnlich, aber vom Indophenazin oder Alloxazin 
abweichend. Hervorzuheben ist aber, da}, sobald an dem Azinring von 


45 














S000 3500 


Anse 


Abb. 3. 


neuem ein RingschluB erfolgt, die Spektren wieder ahnlich werden. 
Diese Tatsache illustriert das Spektrum des Kumarophenazins, welches 
der eine von uns vor Jahren mit J. Sosnowski (6) aus dem o-Amino- 
Hydroxychinoxalin erhalten hat und dem die Formel entspricht: 


Das Spektrum dieses Kérpers zeigt Kurve 4 (Abb. 2). 

Endlich sei auf einen Kérper hingewieseu, welcher dem Vitamin B, 
konstitutionell nahesteht und als Abkémmling des Indols angesehen 
werden kann. Vor Jahren hat der eine von uns gezeigt, daB Isatin 
mit Alkyl-o-Diaminen reagiert unter Bildung von Alkylathern, welche 
isomer mit Alkylierungsprodukten des Indophenazins sind, sie besitzen 
den Bau 
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und bei ihrer Bildung reagiert das Isatin in Form der Oxycarbonylform 
Ahnliches konnte erwartet werden bei der Wiederholung der bekannten ix 
Vitaminsynthese aus Alloxan und_ Ribityl-o-xylylendiamin. Wi: 
realisierten diesen Gedanken unter Anwendung des Nitrokérpers: 


NH—CH, (CH-OH),-CH,-OH 
H,€ 


H,C 
NO, 


welchen wir der Liebenswiirdigkeit der Firma Hoffmaun-La-Roch 
verdanken. 


De: Nitrokérper wurde in essigsaurer Lésung mit Zinkstaub reduziert., 
der Uberschu8 von Zn abfiltriert und das Filtrat mit einer aquimolekularen 
Menge Isatin in Hisessig gelést versetzt. Das Gemisch wurde 3 Stunden auf 
dem Wasserbad erhitzt, stark mit Wasser verdiinnt und mit Natronlauge 
neutralisiert. Es wurde eine rote, gallertartige Abscheidung erhalten, die in 
1/,,n HCl gelést wurde. Durch Filtration der gelben Lésungen wurde eine 
braune Verunreinigung abgetrennt, das Filtrat von neuem alkalisiert und 
die rote Substanz nach dem Trocknen zu kristallisieren versucht. Bis jetzt M 
sind jedoch alle unsere Bemiihungen in dieser Richtung erfolglos gewesen. 
Trotzdem war der Stickstoffgehalt der bei 105°C getrockneten Substanz 
der theoretisch erwartete: y 


11,02 % N berechnet, 10,90% N gefunden! fiir: 


N 
C CH, 


C i ICH, st 


CH,(CH-OH),-CH,-OH 


‘ vos . . ° I 
Das Spektrum des K6érpers wurde in alkoholischer Lésung unter- 5) 
sucht. ‘ 


Tafel I. 


Konzentration c = 0,0001 Mol, d 2 cm. 





log « 


0,2 4200 4040 1000 3,00 
0,3 4445 4025 1500 3,18 
0,4 4650 3995 2000 3,30 


' Mittelwerte von 10,95. 10,79 und 10,969, N. 
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Tafel IL. 
0,0001 Mol, d = 0,5em; Konzentration ¢ 
d lem (Mittelwerte). 


Konzentration ¢ 0.00005 Mol, 





4000 
3972 
3937 
3922 
3892 
3852 


Kurve 3 (Abb. 2)! entspricht 


Maxima und drei Minima: 


I. Maximum bei 2760 A, 


rt. 
I. Minimum 


aN 


4 


3027 
2961 
2924 
2907 
2897 
2885 
2880 
2867 
2858 
2850 
2842 
2832 
2817 
2801 
2781 


~ 
2702 


2440 
2503 
2544 
2567 
2595 
2615 
2629 
2648 
2662 
2678 
2695 
2711 
2729 


2735 


den obigen Werten. Sie zeigt zwei 


log ¢« 


3760 A, 
2410 A, 
3100 A, 


log ¢ 


log € 


log é€ = 


— 4,52 
4,14 
3,75 


3,24 


2 000 

4 000 

6 000 

8 000 
10 000 
12 000 
14.000 
16 000 
18 000 
20 000 
22 000 
24 000 
26 000 
28 000 
30 000 
32 000 


log é 


3,30 
3,60 
3,78 
3,90 
4,00 
4,08 
4,15 
4,20 
4,25 
4,30 
4,34 
4,38 
4,41 
4,45 
4,48 
4,50 


LI1. 4120 A, log e = 2,94 


Die Untersuchung der physiologischen Eigenschaften dieses Kérpers 
steht noch aus. 
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Absorption 
kurzwelligen Lichtes durch Indirubin und Indigotin. 
Von 
J. Cholewinski und L. Marehlewski. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium der Jagiellonischen 
Universitat in Krakéw.) 
(Eingegangen am 12. November 1938.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Absorption kurzwelligen Lichtes der beiden genannten Farb- 
stoffe wurde bis jetzt nur qualitativ verfolgt. Wir unternahmen es, 
den Verlauf der Absorption quantitativ zu verfolgen unter Anwendung 
der Methode von Spekker-Hilger. Als Lichtquelle diente ein Funken 
von hoher Spannung zwischen Stahl-Wolframelektroden. 


Indirubin. 


Wir benutzten ein synthetisches Priparat, welches zunachst dreimal 
aus Anilin umkristallisiert und dann im Hochvakuum sublimiert wurde. Fiir 
die optische Untersuchung wurden alkoholische Lésungen hergestellt. Die 
Herstellung von Lésungen bestimmter Konzentration macht Schwierig- 
keiten, da der Farbstoff sehr schwer léslich ist. Wir verwandten daher 
gesittigte alkoholische Lésungen, deren Konzentration durch Verdampfung 
bestimmt wurde und welche dann auf die gewiinschte Konzentration ver- 
diinnt wurden. 


Konzentration der Lésung 0,00001 Mol pro Liter. 


Schichtdicke d = 0,5 cm. Schichtdicke d = 2 cm. 





‘4 


a 


2539 2674 4060 4520 
2221 2348 2483 2740 i 3980 4660 
2191 2377 2435 2771 3001 3930 4750 
2175 2804 2972 3905 
2843 2945 3281 3458 3849 
3239 3538 3708 
3218 
3186 
3168 
3158 
3125 
3110 
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Die mit Hilfe dieser Werte erhaltene molekulare Extinktions- 
kurve 1 (Abb. 1) zeigt drei Maxima und vier Minima: 


Maximum I bei 2415 A, log ¢ 4,04. 
II ,, 2900 A, log e 4,21. 
Ill ,, 3635 A, logs 3.64. 
Minimum I ,, 2200 A. 
II ,, 2609A. 
III ,, 3380A. 
IV. ,, 430A. 














JI500 
| 
Abb. 1 


Um diese Befunde zu kontrollieren, wurden noch Chloroformlésungen 
untersucht. In Chloroform lést sich Indirubin leichter als in Alkohol und 
die Herstellung von Lésungen bekannter Konzentration machte keine 
Schwierigkeiten. Die Lésung enthielt pro Liter 0,00001 Mol; sie wurde in 
zwei Schichtdicken untersucht : 


Schichtdicke d = 0,5 cm. Schichtdicke d = 2cm. 





s 
R 


4070 4480 

3980 4600 

3928 4710 

3885 4790 
3268 3412 3815 4830 : 
3237 3448 3748 3,60 
3214 3500 3701 3,65 
3195 3,69 
3186 3,74 
3170 3,77 
3149 3.81 
3140 3,84 
3120 3,87 
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Die erhaltene Extinktionskurve 2 (Abb. 1) verlauft der in alko- 
holischer Lésung gefundenen ganz analog, zeigt aber nur zwei Maxima 











DS J. Cholewinski u. L. Marchlewski: Absorption kurzwelligen Lichte 


infolge der geringeren Durchlassigkeit des Chloroforms fiir kurzwellige 
Strahlen. 
Maximum I bei 2895 A, log e Oa. 
a Il ., 3600 A, log ¢ 3.23. 
Minimum — I 2635 A. 
II 3345 A. 
4250 A. 


Es sei hervorgehoben, da®B Indirubinlésungen dem Beerschen 
Gesetz folgen. 
Indigotin. 


Indigotin lést sich so wenig in Alkohol, daB wir auf die Untersuchung 
alkoholischer Lésungen verzichten muBten. Der Farbstoff wurde durch 
Kristallisation aus Anilin und dann durch Sublimation im Vakuum ge 
reinigt. Die Konzentration der untersuchten Chloroformlésung betrug 
0,0000218 Mol pro Liter. Die Schichtdicke war 4cm. Erhalten wurde: 





log « 


3,35 

3,66 

3,75 

2591 2672 3238 3,83 
2572 2720 3120 3,90 
2543 2742 43055 3,96 
2757 3002 4,01 

2762 2962 4,05 

2767 2926 4,09 

2776 2915 4,13 

2791 2907 4,17 

2710 2890 4,20 


Die molare Extinktionskurve des Indigotins (Kurve in Abb. 2) 
zeigt zwei Maxima, von denen eins verschwommen erscheint : 


Maximum I: 2885 A, log ¢ = 4,25. 
s II: 3300 bis 3400 A. 
Minimum: 2630 A. 














Beitriige zur 
biologischen Zellsubstanz-Synthese der Hefe*. 
Ill. Mitteilung: 
Hefeziichtung in einfachen Kohlenstoffverbindungen. 
Von 
Hermann Fink und Jos. Krebs. 
Aus dem Institut fiir Garungsgewerbe und Starkefabrikation an der Land- 
wirtschaftlichen Fakultat der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 15. November 1938.) 


In unseren letzten Mitteilungen! ist die fiir die biologische Zell- 
substanz-Synthese grundlegende Frage nach der praktisch héchst- 
méglichen Hefe- bzw. EiweiBausbeute aus einer gegebenen Menge ver- 
girbaren Zuckers als einziger Kohlenstoffquelle beantwortet worden. 
Durch intensive Sauerstoffzufuhr und Sauerstoffausnutzung, wie sie 
bei der von uns angewandten Apparatur? fiir standardisierte Hefe- 
ziichtungen nach dem Liiftungsverfahren gegeben ist, sowie durch Ein- 
haltung der sonstigen Bedingungen fiir optimales Hefewachstum, 
konnten aus 100 g Glucose und anorganischen Nahrsalzen bis zu 210 g 


Torulahefe mit 25°,, Trockensubstanz, diese mit 59,4°,, EiweiB, erhalten 
werden. Dabei traten nur noch Spuren von Alkohol (0,02 g) auf. Die 
Umsteuerung von der alkoholischen Garung auf Zellsubstanz-Synthese 
war also eine praktisch vollstandige. Die Energieausbeute bei dieser 
Umwandlung von Kohlenhydraten in eiweiBreiche Hefe ist mit rund 
65° 


Nahrstoffe und andererseits der der zugewachsenen Hefe bestimmt 


» von uns ermittelt worden, wobei einerseits der Energiegehalt der 
wurde. 

Wichtig war die weitere Feststellung, da} Wuchsstoffe verschiedener 
Art, jeder fiir sich oder in Kombination angewandt, nach unseren bis- 
herigen Versuchen keine Wirkung im Hinblick auf eine Steigerung der 
Ausbeute hatten. Im Gegensatz zu Kulturhefen ist also Torula utilis 
von der Zufuhr von Wuchsstoffen voéllig unabhangig. Sie baut aus 
Zucker und sonst nur anorganischen Nahrsalzen mit bester Ausbeute 
ihre Kérpersubstanz und damit auch ihre Wuchsstoffe auf. Es kénnte 
nur noch sein, daB gewisse Wirkstoffe die Geschwindigkeit der Zell- 
substanz-Synthese beeinflussen. Versuche in dieser Richtung werden 
zur Zeit von uns durchgefiihrt. 
~ Pal. 


' Diese Zeitschr. 299, 1, 1938: Angew. Chem. 51, 475, 1938. — * Diese 
Zeitschr. 299, 28, 1938. 
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Die vorliegende Mitteilung stellt einen experimentellen Beitrag zu 
Frage des Reaktionsmechanismus der biologischen Zellsubstanz 
Synthese und speziell EiweiB-Synthese dar. Es sollten, mit andere) 
Worten, der Weg bzw. die Zwischenstufen aufgeklart werden, iiber dic 
diese Synthese verlauft, wenn Hefe aus Kohlenhydraten und anorgani 
schen Nahrsalzen neue Zellsubstanz und damit auch neues Eiweil) 
aufbaut. Die mannigfachen Moéglichkeiten, die hier auf Grund des 
Schrifttums denkbar sind, sollen erst im Zusammenhang mit unserer 
eigenen Arbeitshypothese und der Gesamtdiskussion unserer Versuchs- 
ergebnisse in einer spateren Verdffentlichung besprochen werden 


Nachdem also die zahlreichen Standardversuche mit reinen Zucker- 
lésungen praktisch gleich hohe Ausbeuten und Resultate ergeben 
hatten, die auch durch die Anwendung von bioshaltigen Praparaten 
nicht mehr weiter verbessert werden konnten, lag es nahe, auch andere 
Kohlenstoffquellen zunachst auf ihre Verwertbarkeit fiir den Hefezell- 
aufbau zu untersuchen und schlieBlich die bei der Ziichtung unter 
Standardbedingungen zu erzielenden Ausbeuten festzulegen und zu 
denen des Zuckers in Beziehung zu bringen. Als solche Kohlenstoff- 
quellen kamen in erster Linie Verbindungen in Betracht, die zum Zucker 
und seinen Aufbauprodukten in enger Beziehung stehen, wie Brenz- 
traubensdure, Milchséure, Acetaldehyd, Athylalkohol, Essigsdure, aber 
auch Glycerin, Methylalkohol, Ameisenséure, Formaldehyd u. a. m. 
Es ist natiirlich noch nicht gesagt, daB die Stoffe, welche von der Hefe 
aufgenommen werden und einen deutlichen Zuwachs ergeben, schon 
ohne weiteres als Zwischenstufen fiir den Aufbau der verschieden- 
artig zusammengesetzten Zellsubstanz anzusprechen sind, da diese vor 
ihrer Assimilation durch die Hefe und vor ihrem endgiiltigen Einbau in 
die Hefezellsubstanz eine betrichtliche Umwandlung erfahren kénnen. 
Andererseits ist daran zu denken, daB Stoffe, welche kaum oder nur 
in geringem MaBe von der Hefe aufgenommen werden, als nascierende 
Zwischenprodukte viel reaktionsfahiger sein kénnen und in dieser 
Form von der Hefe verarbeitet werden kénnen. Immerhin sind 
die folgenden Versuchsergebnisse geeignet, einen gewissen Einblick 
in den Chemismus zu erméglichen und zur ersten Orientierung zu dienen. 


A. Qualitative Versuche. 


Die Versuche wurden zunachst in kleinen Mengen in der fiir die 
Heranziichtung der Aussaathefe verwendeten Garapparatur durch- 
gefiihrt. Die Ziichtungsbedingungen waren hierbei denen der Standard- 
versuche bei Zucker angepaBt. Die verwendete Aussaathefe war in 
.. Bergius‘‘-Holzzuckerlésungen hergefiihrt und somit noch nicht an das 
neue Nahrmedium angepa8t. Bei diesen Ziichtungen im kleinen Mafstab 
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kamen zur Anwendung: Milchsdure, mit und ohne Zuckerzusatz, Brenz- 
traubensdure, Acetaldehyd, mit und ohne Zuckerzusatz, Athylalkohol, 
Essigsiure, Glycerin, Athylacetal, Athylenglykol, Aceton, Methylalkohol, 
Formaldehyd, mit und ohne Zuckerzusatz, Formose, welche durch Konden- 
sation des Formaldehyds hergestellt war, und Ameisensdure. Es wurden 
hierbei der Zuwachs an Hefetrockensubstanz und Eiweib, vereinzelt 
auch die Aschezunahme, bestimmt. Dagegen wurden bei diesen Ver- 
suchen noch nicht die Kohlensiéure und der Rest der Kohlenstoffbasis 
in der vergorenen Fliissigkeit ermittelt. Die Ausbeuten sind demnach 
auf die gesamte angewandte Menge der Kohlenstoffquelle bezogen. 

Die Ergebnisse der Versuche sind in Tabelle I zusammengestellit. Es 
sind angefiihrt: 


In Spalte | und 25 die Nummer des Versuchs. 


a » 2—4 die Art der angewandten Kohlenstoffquelle, die Menge und 
thre Konzentration in der Nahrlésung. 

- a fice die angewandte Stickstoffmenge, welche zu 100°, aus 
anorganischem Stickstoff bestand. 

Le . 6—12 Trockensubstanz, Stickstoff, EiweiB und Asche der Aus- 
saathefe in % bzw. g. 

rs 13—19 Trockensubstanz, Stickstoff, Eiwei und Asche der Ernte- 
hefe in % bzw. g. 

= », 20—24 die Ausbeuten an Hefetrockensubstanz, EiweiB und organi- 


schen Stoffen, bezogen auf 100 g der angewandten Kohlen- 
stoffquelle bzw. auf 100g des angewandten Kohlenstoffs. 


Zunachst wurde eine 1°,ige Milchsdurelisung verwendet, und zwar 
bei Versuch 34, 35 und 36 als alleinige Kohlenstoffquelle und bei Ver- 
such 37 zusammen mit Glucose. 

Es kam Milchsaéure, 1,21, DAB. 6, zur Anwendung, welche von der 
Firma Schering bezogen wurde. Zwecks Spaltung des inneren Anhydrids 
wurde die 1%ige Milchsiurelésung 12 Stunden im siedenden Wasserbad 
erwarmt. Die genaue Bestimmung der Milchsdéuremenge in der Nahrlésung 
erfolgte durch Titration mit n 10 NaOH. 

Bei den Versuchen 34, 35 und 36 wurde die gesamte Phosphat- 
menge als primaires Kaliumphosphat und der Stickstoff als Ammoniak 
zugegeben. Fiir die Berechnung der Nahrsalze wurde eine aus der 
gleichen Zuckermenge entsprechende Ausbeute zugrunde gelegt. 


Die Ziichtungen mit Milchséure als alleiniger Kohlenstoffquelle 
ergaben nur einen geringen Zuwachs. Die Ausbeuten an Hefetrocken- 
substanz, bezogen auf 100g der angewandten Menge, waren gering 
und betrugen 7,23, 13,05 und 8,08 g. Auffallend war besonders das 
Ansteigen des EiweiBgehalts der Erntehefe in den beiden ersten Ver- 
suchen, wovon 72 und 59°, des Zuwachses an Trockensubstanz auf 
Kiwei® entfallt. 
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Nahrlésung Aussaathefe 


Menge 


Art der Kohlen- 
stofiquelle 


Stickstoff 
Eiweif 
Stickstoff 


Konzentration 
Trockensubstanz 


Angewandte 
(100 © ») anorganisch) 


Milchsaure 20,0 1,090 8,74 54,65 
Milchsaure 20,0 2,130 || ¢ 9,36 58,51 
Milchsaure 20,2 1,060 9,98 62,40 
Milchsaure 10,0 1,569 8,72 54,50 
Glucose -+- 20,0 
Brenztrauben- 19,6 » 1,060 8,83 55,15 
saure 
Acetaldehyd 26,0 9 | 2,001 8,75 54,60 
Acetaldehyd 17,5 » | 2,001 8,75 54,60 
+. Glucose 13,0 
Athylalkohol 30.6 1,060 8,83 
Essigsaure 20,0 ,¢ 0,758 8,25 
Glycerin 41,0 1,930 8,71 
Athylacetal 25,6 1,201 8,61 
Athylenglykol 26,0 1,601 8,61 
Aceton 38,0 0,974 7,98 
Methylalkohol 30,0 1,433 8,43 
Ameisensaure 30,0 2,150 8,43 
Formaldehyd 30,0 1,741 8,58 
Formaldehyd {| 15,0 1,497 8,58 
+- Glucose | 15,0 
Formose 12,0 » 0,671 8,54 
red. Zucker 


a Ov gn or Or 
2m pg 
. 
Orgr or 


Bezogen auf die Reduktionsdifferenz. 


Versuch 37 wurde mit einer Mischung von 20 g¢ Glucose und 10 ¢ 
Milchséure ausgefiihrt. Menge und Zusammensetzung der Nahrsalze 
entsprachen den friiheren Versuchen mit Zuckerlésungen und wurden auf 
eine 30 g Zucker entsprechende Ausbeute bezogen. Der Zucker war 
nach Beendigung der Ziichtung restlos verschwunden. Der Zuwachs 
an Hefetrockensubstanz betrug 13,71 g, das sind 45,80°,, von Zucker 

Milchséiure. Wenn die Ausbeute aus Zucker allein z. B. mit 51°,, 
(das ist die mittlere Ausbeute aus friiheren Versuchen mit 1° igen 
Zuckerlésungen) angenommen wird, betragt sie aus der angewandten 
Milchsaéure noch 35,1°,,, ist also bereits betrachtlich héher als die aus 
Milchsaure allein erhaltenen. Der Zusatz von Glucose begiinstigt dem- 
nach die Assimilation der Milchsiure durch die Hefe. 
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Trockensubstanz 


2,74 
5,09 
3,00 
16,30 


6,20 


17,22 


» 18,30 


3,79 
10,01 
25,15 

3,10 

2.55 

2,28 

2,21 

1,61 

2,38 

2,09 


1,10 


29 


Erntehefe Ausbeute 


organischen 


an 


is an Hefetrocken- 


stoffquelle 


St. -kstoft 
Stickstoft 
Eiweil 

en Kohlenstoffquelle 


Stoffen je 100g 
angewandten Kohlenstoffs 


substanz je 100g 
angewandten Kohlenstoffs 


Stoffen je 100g der ange- 
wandten Kohlenstoffquelle 
Zuwachs an Hefetrocken- 
Zuwachs an organischen 


Zuwachs an EiweiBb je 100g 
Zuwachs 


R 
% 


10.19 63,69 0,280 f 7,25 i 18,00 | 

10,03 62,67 0,510. 3,15 13,05 32,61 

9,46 59,11 ~ 0,284 8,08 4.56 20,20 | 

7.72 48,20 1,258 45,80 | § 2,2 114,40 | 105,5 


9,19 | 57,42 0,570 3,56 24,92 61,00 


10,10 63,10 1,738 3 | 49,47 | I 90,70 
9,97 62,30 1,825 92 | 45,60 | % 40,50 94,40 


9,15 57,18 0,847 § 8,07 15,48 
9,57 59,80 0,958 ) 35,50 29,5 88,80 
8,64 54,00 2,173 3,57 50,25 128,30 
8,71 54,40 - 0,270 39 1,65 2,69 
8,60 53,70 0,219 : 0,00 
8,73 54,60 . 0,199 25 0,00 
8,94 55,90 ) 0,197 2 0,00 
7,27 45,45 2,45 0,110 0,69 0,00 
946 59,10 £& 0,225 1,40 0,00 
9,58 59,90. 3, 0,200 1,25 0,00 


8.97 56,00 0,101 0,63 4,77*| 4,63* 


Versuch 38 wurde in 1/,° iger Brenztraubensdurelisung durch- 
gefiihrt. Es gelangten hierbei 19,6g einer von der Firma Schering 


bezogenen Brenztraubensaure von sirupéser Konsistenz zur Anwendung. 
Die Nahrsalzzusammensetzung war die gleiche wie bei den Versuchen 
mit Milchséure. Der Zuwachs an Trockensubstanz betrug 4,88 g, das 
sind 24,92°, der angewandten Brenztraubensduremenge. 

Versuch 39 wurde mit Acetaldehyd durchgefiihrt. Es kamen 26,0 g¢ 
Acetaldehyd, Sp. 21°, ,,fiir wissenschaftliche Zwecke’ (Schering), in 
1 


2°,iger Lésung zur Anwendung. Menge und Zusammensetzung der 
Nahrsalze entsprach einem Versuch mit der gleichen Glucosemenge. 
Der Zuwachs an Hefetrockensubstanz war 7,84 ¢ und entsprach einer 
Ausbeute von 49,.47°,, der angewandten Aldehydmenge. Die Ziichtung 


Versuch 
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verlief glatt. Die Hefe hatte dabei ein normales Aussehen. In der vor- 
letzten Stunde der Ziichtung war starker Essigsiuregeruch festzustellen, 
der jedoch gegen Ende des Versuchs wieder verschwand. 

Bei einer Zusammensetzung der Nahrlésung von 17,5 g Acetaldehyd 
und 13,0 g Glucose wurde jedoch nur eine Ausbeute von 45,60°/, 
bezogen auf Acetaldehyd + Glucose, erhalten. Die Ziichtung wurde 
mit Glucose allein begonnen. Erst nach 2 Stunden wurde auch mit 
dem Zulauf von Acetaldehyd eingesetzt. Auch hierbei verlief der 
Versuch glatt und gegen Ende der Ziichtung trat ein deutlicher Essig- 
siuregeruch auf. 

Es sei nochmals besonders erwahnt, daB die Aussaathefe fiir diese 
Versuche in einer Lésung von ,,Bergius-Holzzucker‘: herangeziichtet 
wurde, also nicht an Acetaldehyd angepaBt war. 

Bei Versuch 41 kamen 30,65 g reiner Alkohol als alleinige Kohlen- 
stoffquelle zar Anwendung. Die hierbei erhaltene Ausbeute war sehr 
gering und betrug nur 8,07°,,. Es sei hier vorweggenommen, da dieses 
Ergebnis in spateren, genau bilanzierten Versuchen ganz erheblich 
verbessert werden konnte. 

tine mit 20,0 g reinster Essigsdure (Kisessig) in fast 1°,,iger Lésung 
durchgefiihrte Ziichtung 42 fiihrte zu einer Ausbeute von 35,50°/, der 
angewandten Essigsiuremenge. Auch hierbei war ein starker Anstieg 
des EiweiBgehalts in der Hefe festzustellen. Die Nahrsalze bestanden 
wie bei den Versuchen mit Milchsiure aus primérem Kaliumphosphat, 
Magnesiumsulfat und Ammoniak als Stickstoffquelle. Die Ziichtung 
verlief glatt. 

Versuch 43 wurde mit 1°,iger Glycerinlésung angestellt. 41,0 ¢ 
Glycerin waren die alleinige Kohlenstoffquelle. Die Ziichtung verlief 
anfangs etwas zdgernd, setzte nach 1!/, Stunden starker ein und verlief 
dann ziemlich lebhaft. Der Zuwachs an Hefetrockensubstanz war 
20,59 g, die Ausbeute 50,25°,, der angewandten Glycerinmenge. 

Bei Verwendung von Athylacetal konnte nur ein geringfiigiger 
Hefezuwachs festgestellt werden. Er betrug auf 25,.6¢ nur 0,42 g, 
das sind 1,66°,. Die Hefe zeigte im Versuchsverlauf ein normales 
Aussehen. 

Vollig negativ verliefen die mit Athylenglykol, Aceton, Methylalkohol, 
Formaldehyd, Formaldehyd + Glucose und Ameisensdure durchgefiihrten 
Versuche. An Stelle eines Zuwachses war eine Abnahme an Hefe- 

trockensubstanz festzustellen. Mit Ausnahme von Versuch 48 mit 
Ameisensdure zeigte die Hefe jedoch stets im Verlauf der Ziichtungen 
ein normales Aussehen. Auch die Zusammensetzung der Erntehefe 
unterschied sich nur wenig von der der Aussaathefe. 
Auffallend war, daB auch Versuch 50, welcher in einer Lésung von 
15,09 Formaldehyd +- 15,09 Glucose durchgefiihrt wurde, keinen Hefe- 
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zuwachs ergab. Die Hefe wies zwar im Versuchsverlauf keine Anderung 


im Aussehen auf, doch konnte keine Sprossung festgestellt werden. 
Die Anwesenheit von Formaldehyd wirkt hemmend auf das Wachstum 
der Hefe. 

Versuch 51] wurde mit einer /° ,.gen Lésung von Formose ausgefiihrt, 


welche durch Kondensation von Formaldehyd erhalten wurde!. 

75cem einer etwa 35° igen Formalinlésung wurden mit | bis 2¢ 
metallischem Blei versetzt und nach dem Verdiinnen auf etwa | Liter auf 
dem Wasserbad am RiickfluBkihler auf etwa 90°C erwirmt. Nach etwa 
9 Stunden trat eine geringe Gelbfarbung ein und die Lésung wies keinen 
Aldehydgeruch mehr auf. Die Fliissigkeit wurde filtriert und eingedampft. 
Der Riickstand wurde in einem Gemisch von Methyl- und Athylalkohol 
gelést und durch Ather gefallt und so von Bleisalze n befreit. Die filtrierte 
aitherische Lésung wiuide bis zur Sirupdicke eingedampft und in Wasser 
auf 1 Liter gelést. Nach Ajeldahl- Bertrand wiuide darin der reduzierende 
Zucker bestimmt (berechnet als Glucose). 

Eine 11,96 g¢ reduzierenden Zucker (berechnet als Glucose) ent- 
haltende Menge wurde nach Zugabe der iiblichen Nahrsalze als Nahr- 
substrat verwendet. Nach einer 6stiindigen Ziichtung konnte ein Hefe- 
trockensubstanzzuwachs von 0,103 g festgestellt werden, das entspricht 
einer Ausbeute von 4,77°,, Hefe und 4,63°. EiweiB, bezogen auf die 
Reduktionsdifferenz. Im vergorenen Substrat waren noch 9.80 ¢ 
reduzierender Zucker (als Glucose berechnet) vorhanden. 

Die Ziichtungsdauer der Versuche 34 bis 51 betrug im allgemeinen 
8 Stunden. Bei Kohlenstoffquellen von stark saurem Charakter wurde 
der gesamte Stickstoff als Ammoniak und die erforderliche Phosphat- 
menge als primares Kaliumphosphat zugegeben. 

Die Versuche der Tabelle I sind jedoch nur als rein ,,qualitativ’ zu 
bewerten und sollten in erster Linie zeigen, welche der angewandten 
Kohlenstoffquellen fiir die Bildung von Hefezellsubstanz verwertbar 
sind und somit an Stelle des Zuckers treten kénnen. 

Da von den angewandten Stoffen keine Bilanz vor und nach der 
Ziichtung aufgestellt wurde, sondern der Zuwachs an Hefetrocken- 
substanz und EiweiB lediglich auf die gesamte angewandte Menge 
bezogen wurde, geben diese Versuche noch keinen eindeutigen AufschluB 
iiber die wirklichen Ausbeuten, bezogen auf verschwundenen Rohstoff. 


B. Quantitative Versuche mit Stoffbilanz. 


Zu diesem Zweck wurden nun von einigen Stoffen, welche in den 
Vorversuchen ein positives Ergebnis lieferten, genau bilanzierte Ziich- 


' O. Loew, Angew. Chem. 37, 825, 1924; Chem. Centralbl. 1925, I, 292; 
J. prakt. Chem. 33, 829, 1886; Chem. Centralbl. 22, 470, 1886; FE. Fischer, 
ebenda 22, 97 u. 359, 1886; H. Vogel, ebenda 1928, 1, 2327. 
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tungen unter Kinhalten der Standardbedingungen vorgenommen, die also 
den Standardziichtungen in reinen Zuckerlésungen entsprachen. 

Als Kohlenstoffverbindungen kamen Milchsdure, 1,21, DAB. 6, mit 
und ohne Zusatz von Zucker, Brenztraubensdure, Athylalkohol (Weingeist 
96°,,), Essigsdure (Eisessig 99 bis 100°), mit und ohne Zusatz von 
Zucker, zur Anwendung. 

Samtliche Stoffe wurden von der Firma Schering bezogen. Ziichtungs- 
apparatur war die fiir die Standardversuche verwendete und bereits be- 
schriebene. Hinsichtlich des Zulaufes und der Luftmengen wurden die 
gleichen Bedingungen wie fiir die Versuche mit 1 °¢igen Zuckerlésungen 
eingehalten. 

Es wurden bestimmt: Der Zuwachs an Hefetrockensubstanz, 
Eiweif8 und organischen Stoffen, die Menge der gebildeten Kohlensiure 
und die in der vergorenen, hefefreien Fliissigkeit enthaltene restliche 
Kohlenstoffquelle, der gebildete Alkohol und der gesamte Reststickstoff 
sowie der organische Stickstoff. 

Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Tabelle IJ zusammengestellt. 
Es sind angefiihrt: ‘ 


Tabelle 





3 5 8 9 10 2 é 14 15 16 17 


Nihrlésung Aussaathefe Erntehetfe 
, 





Art de 
Kohlenstoft- 
quelle 


Versuch 
Stickstoff 


Konzentration 


Stickstoff 
Stickstoff 
Trockensubstanz 
Eiweib 
Asche 


Angewandte Menge 
Trockensubstanz 


Nr. 


1 8,13 50,80. 8,45 0,391 2,44.0,41 15,17 10,01/62,60 7,95 1,520 
1 8, 42 2 52,60 8,70 0,414 2,580.43 7,82 9,51.59,50 7,05 0,745 
2 6,92 43,20 8,14 0,327 2,040,388 9,71 9,31/58,20 8,45 0,905 
2)7 74 48,40 8,08 0,373 2,33 0,39 43,93 8,76 54,80,9,07 3,850 


52 Milchsiure 61,4 3,230 4,8 
63 = Milchsaure 64,2 | 3,518 4,9 
64 Milchsaure 69,5 8,569 | 4,7 
55 Milchsaiure{ 44,5 3,615 4,8 
+ Glucose | +35,0 
56 Brenz- 53,26 2,048 3,36 7,14 44,60 8,16 0,239 1,490,27 6,31 8,8755,45)2,47 0,560 
trauben- 
saiure 
57 || Dasselbe 47,93 
58 Athylalkohol 56,05 3,199 


3,36 7,14 44,60 8,16 0,239 1,49 0,27 15,64 9,00/56,2 57,10 1,407 
4,94 7,50 46,90 6,60 0,370 2,32 0,33 37,02 9,25/57,80/8,91 3,425 
59 Athylalkohol 56,05 3,406 4,94 7,50 46,90 6,60 0,370 2,32 0,33 38,50 9,53.59,60/8,64 3,670 
4, 
4, 


1 2,196 
1 
1 
60 | Essigsiure sa8h 1 (2,720 1 8,00|50,00 7,58 0,385 2,40 0,36 31,75  9,41/58,80/8,40 2,988 
1 
1 


9 
9 
8 


61 Essigsaure 72,31 2,695 81 8,00 50,00'7,58 0,385 2,40 0,36 | 29,13 9,68 60,50/8,35 2,820 
62 | Essigsiure{ 35,60 2,932 4,87 7,30'45,60, 7,26 0,356 2,22 0,35 || 38,95 7,94.49,609,00 3,090 
+ Glucose | +35,00 


| 35,70 1 3,176 4,87 7,30 45,60 7,26 0,356 2,22 0,35 39,40 8,43 52,70'8,21 3,320 


63 
Dasselbe | + 35,00 


* Zuwachs an Hefetrockensubstanz, Kiwei8 bzw. organischen Stoffen aus 53,26g¢ Brenztraubensiure. 
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In Spalte 1 und 33 die Nummer des Versuchs. 
2— 4 die Art der Kohlenstoffquelle, die angewandte Menge und 
die Konzentration der Nahrlésung. 


. 


die angewandte Stickstoffmenge, welche zu 100°, aus 
anorganischem Stickstoff bestand. 
6—12 Trockensubstanz, Stickstoff, EiweifS und Asche in der 
Aussaathefe in % bzw. g. 
., 13—19 Trockensubstanz, Stickstoff, Eiwei8 und Asche der Ernte- 
hefe in °% bzw. g. 
20—22 der gesamte Reststickstoff, der Rest der Kohlenstoffquelle 
und der gebildete Alkohol in der vergorenen Fliissigkeit in g. 


o des Gesamt- 


die Abweichung der Stickstoffbilanz in 
stickstoffs (+ bzw. —). 

die Ausbeute an Hefetrockensubstanz, Eiweif und organi- 
schen Stoffen in g, bezogen auf 100g der verbrauchten 
Kohlenstoffquelle, auf 100 g der verbrauchten Kohlenstoff- 
quelle—Alkohol bzw. auf 100g der Kohlenstoffdifferenz. 


die ermittelte Kohlensiuremenge in g, sowie bezogen aut 
100 g der verbrauchten Kohlenstoffquelle und auf 100 ¢ 
Zuwachs an Hefetrockensubstanz. 





21 22 2% 2: 2% 26 27 2 30 31 32 


‘ergorene hefefreie 


Fliissigkeit Ausbeuten Kohlensiure 


100 ¢ 


Alkohol 
Stickstoffbilanz 
Alk 
snge je 
Kohlen- 
substanz 
Versuch 


stoffquelle 


Gesamter Reststickstoft 
Gesamter 


Rest der Kohlenstoffquelle 
Zuwachs an Hefetrocken- 
brauchten Kohlenstoffquelle 
Gebildete Kohlensiiuremenge 


kK ohlensiiureme 
Zuwachs an 


Zuwachs an Hefetrockensub- 
kK oh! ens: 


Zuwachs a1 


Kn 
nn 
R 


9491,21 2,131, 33,8 0,490 25,60 38,81 94,0 86,8) 19,00 69,0 183,5 
$650,565 3.175 55,8 0,382 3 34,75 (24,76 3 38,15 87,0 83,2. 14,50 173,0 499,0 
5,650,82 2,970 56,1 0,162 .) 37,20 26,93 38,23, 93.5 85,5 16,50 123.0 330,0 
410 3,98 0,101 Spuren 0,414 49,20 (27,35 49,65 123,0 111,7 48,40 60,8 123,8 


3491,56 1,690 0,216 46 2,95*) 2,00* 13,63 161.0 


§801,11 1,001, 4,99 0,390 28,60 (17,03 29,10 70,0 65,2 

1,42 3,30 0,127, 11,57 5 72,20 43,00 138,0 125,2 22,50 50.7 70,1 

2.93 3,32 0,134 3,50 a 63,80 39,22 122,3:111,2'' 27,60 52.5 82,3 

8,69 2,66 0,140 2,37 0,837 38,55 23,30 39,15 96,3 88,2 59,50 85,0 220,8 

1,62 2,43 0,137) 3,34 0,415 35,30 |22,10 3: 35,55, 88,2, 80,7. — 

9,343,650 0,163) 3,92 0,458 50,90 25,60 51,90 127,8 115,8 46,20 69,3 135,5 
(Essigs.) ! 

783,23 0,175 1,50 0,460 49,90 (26,80 50,50 124,5 114,2 45,50 65,8 132.0 
(Essigs.) 
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1. Bilanzierte Versuche mit Milchsdure. 


Bei Versuch 52 kamen 614g Milchsdéure in 1°, iger Lésung zur 
Anwendung. In der Nahrlosung wurden 3,0 g primares Kaliumphosphat 
und 1,5 g Magnesiumsulfat (MgSO,-7H,0O) gelést. 1,5 g Kaliumphos- 
phat wurden zu Beginn der Ziichtung vorgelegt und im weiteren Verlauf 
560 com verdiinnte Ammoniaklésung, entsprechend 3,230 ¢ Stickstoff, 
zugefiigt. Die Ziichtungstemperatur betrug zu Beginn 32°C. spater 
27 und 28°C, und konnte nur durch mehrmaliges Erwarmen auf dieser 
Hohe gehalten werden. Der Ziichtungsverlauf war glatt. Die Hefe 
zeigte normales Aussehen, jedoch nur maBige Sprossung. Die Versuchs- 
dauer betrug 8S Stunden. Es wurde ein Zuwachs von 10.362 Hefe- 
trockensubstanz und 7,05 ¢ Eiwei® erzielt. Der EiweiBgehalt der Ernte- 
hefe war 62.60°,, (!) gegeniiber einem solchen von 50,80°.. in der Aus- 
saathefe. Von der Aussaathefe und der Erntehefe wurde nach NSi/ber- 
eisen' noch Hefegummi und Hefeglykogen bestimmt. In der Aussaathefe 
waren 12,72°., Glykogen und 8,49°,, Hefegummi, zusammen 21,21° 
in der Erntehefe 3,25°,, Glykogen uhd 7,69°,, Hefegummi, zusammen 
10,94°., enthalten. Der Glykogengehalt der Erntehefe betrug demnach 
um 947°, und der Hefegummigehalt um 0,80°), weniger. Der Asche- 
vehalt der Hefen war normal. In der vergorenen Fliissigkeit waren 
33,8 g¢ Milchsaure enthalten, ferner 0,490 g Alkohol?. wovon 0,070 g 
in der Waschflasche nachgewiesen werden konnten, und 2,131 g ge- 
samter Reststickstoff, welcher sich aus 2,083 ¢ anorganischem und 
0.048 ¢ organischem Stickstoff zusammensetzt. Die Abweichung det 
Stickstoffbilanz betrug + 0,8° 


Von den vorgelegten 61,4 ¢ Milchsdure wurden in der vergorenen 


Fliissigkeit 33.8 ¢ wiedergefunden, sodas 27.6 ¢ 45°. verbraucht 
wurden. Auf diese bezogen waren die Ausbeuten an Hefetrocken- 
substanz 37.60° , und an EjiweiB 25.60°°.. Es wurde also vorwiegend 


Eiwei} gebildet. Die Kohlendioxvdmenge betrug 19,00 g. 


In der salzsauren, vergorenen Fliissigkeit wurde mit 2, 4-Di-nitro- 
phenylhyvdrazin ein gelber, flockiger Niederschlag erhalten, welcher 
nach einmaligem Umfiallen einen Schmelzpunkt von 209° C (unkorrigiert) 
aufwies. Mit kauflicher Brenztraubensiure konnte ein entsprechender 
Niederschlag mit 2, 4-Di-nitro-phenylhydrazin erzielt werden, mit einem 
Schmelzpunkt von 212°C. Der unkorrigierte Mischschmelzpunkt beider 
betrug ebenfalls 212°C. Nach Neuberg weist das 2, 4-Di-nitro-phenyl- 
hydrazon der Brenztraubensiure einen Schmelzpunkt von 216°C auf. 


K. Silbereisen, Wochenschr. f. Brauerei 1935, 8. 146. 
* Gemeint ist stets Rohalkohol, wie iiblich quantitativ bestimmt nach 
der Destillation durch pyknometrische Ermitthing des spezifischen Gewichts 
und Auswertung desselben mittels Tabellen. 
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Es kann also angenommen werden, dais es sich um das Hydrazon der 
Brenztraubensaure handelt, welche durch Dehydrierung von Milchsaure 
vebildet wurde. 

Fin Blindversuch mit einer Nahrlésung von der gleichen Zusammen- 
setzung wie in Versuch 52, jedoch ohne Hefezugabe, ergab nach Sstiindi- 
ger Feinstbeliiftung keinen Niederschlag mit 2, 4-Di-nitro-phenyl- 
hydrazin. Damit ist festgestellt, dali die Bildung von Brenztrauben- 
siure allein auf die dehydrierende Tatigkeit der Hefezellen zuriick- 
zufiihren ist. 

Versuch 53 wurde mit 64,2 ¢ Wilchsdure in 1° iger Lésung aus- 
gefiihrt. Die Nahrsalze waren die gleichen wie bei Versuch 52. Im 
Verlauf der Ziichtung wurden 610 ccm verdiinnte Ammoniaklésung, 
entsprechend 3,518 g Stickstoff zugefiigt. Die Ziichtungstemperatur 
betrug zu Beginn 30,5° C, spater 27 bis 28° C und muBte wie beim vorher- 
gehenden Versuch durch mehrmaliges Erwarmen aufrechterhalten 
werden. Der Versuchsverlauf war normal: die Hete wies ein normales 
Aussehen, jedoch nur geringe Sprossung auf. Die Ziichtungsdauer war 
8 Stunden. Der Zuwachs betrug 2,91 g Hefetrockensubstanz und 2,07 g 
EiweiB. Der EiweiBgehalt der Erntehefe war 59,50° , gegeniiber 52,60 ° 
der Aussaathefe. An Kohlenhydraten waren in der Aussaathefe 11,20 °, 
Glvkogen und 7,02°,, Hefegummi, zusammen 18,22°,, und in der Ernte- 
hefe 9,13°, Glykogen und 3,69°,, Hefegummi, zusammen 12,82°,.. 
enthalten. Der Aschegehalt der Hefe lag in normalen Grenzen. Die 
vergorene Fliissigkeit enthielt 55,8 g Milchsaure, ferner 0,382 ¢ Alkohol 
und 3,175 g gesamter Reststickstoff, wovon 3,155 g anorganischer Natur 
waren. Die Abweichung der Stickstoffbilanz betrug — 0.3°,. 

Von den angewandten 64,2 g¢ Milchséure wurden 55.8 g wieder- 
gefunden, so daB nur 8,4 g, etwa 13°... verbraucht wurden. Auf diese 
Menge bezogen betrugen die Ausbeuten an Hefetrockensubstanz 34,75° ,, 
und an Eiwei®B 24,76°,... Auch hier wurde vorwiegend Eiweifs erzeugt 
Die gebildete Kohlensiuremenge betrug 14,50 g. 

Auch bei diesem Versuch wurde in der vergorenen Fliissigkeit 
mit 2, 4-Di-nitro-phenylhydrazin ein Niederschlag erhalten, und zwar 
nach einmaligem Umfallen 261 mg in 1 Liter, diese entsprechen in 
9150 cem vergorener Lésung 0,78 g Brenztraubensdure. 

In Versuch 54 kamen 69,5 g Wilchsdure in 1° ,iger Losung zur An- 
wendung. An Nahrsalzen wurden die gleichen Mengen wie bei den 
beiden ersten Versuchen angewandt. Als Stickstoffquelle wurden 
635 cem verdiinnte Ammoniaklésung, entsprechend 3,569 ¢ Stickstoff, 
zugegeben. Die Versuchstemperatur war zu Beginn 32,5° C, im iibrigen 
Verlauf zwischen 27 und 28°C und konnte auch hier nur durch mehr- 
maliges Erwarmen aufrechterha!ten werden. Die Versuchsdauer betrug 
8S Stunden. Es wurde ein Zuwachs von 4,99 g Trockensubstanz und von 
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3,61 g EiweifB erzielt. Der EiweiBgehalt der Erntehefe war 58,20 ° 
gegeniiber 43,20 °,, in der Aussaathefe. In der vergorenen Fliissigkeit 
waren 56,1 g Milchsaiure, 0,162 g Alkohol und 2,970 g gesamter Rest 
stickstoff, wovon 2,913 g anorganisch waren, enthalten. Die Ab 
weichung der Stickstoffbilanz betrug — 0,5°). 

Von den angewandten 69,5 g Milchsiure wurden 13,4 g, etwa 19°, 
verbraucht. Auf diese bezogen betrugen die Ausbeuten an Hefetrocken 
substanz 37,20°, und an Eiwei8 26,93°,. Es wurden hierbei 16,50 ¢ 
Kohlensaure gebildet. 

In 1 Liter der vergorenen Fliissigkeiten konnten mit 2, 4-Di-nitro- 
phenylhydrazin nach einmaliger Umfallung 0,339 g Hvydrazon aus- 
gefallt werden: diese entsprechen in 9,050 Liter vergorener Fliissigkeit 
1.00 ¢ Brenztraubensaure. 

Bei Versuch 55 kamen 44,5g¢ Milchsdure und 35,0q Glucose zur 
Anwendung. Die Konzentration der Nahrlésung war 1°,,, bezogen auf 
Milchsiure + Glucose. Im Nahrsubstrat wurden 2,00 ¢ Diammonium- 
phosphat, 1,70 g Ammoniumsulfat, 1,00 g Kaliumsulfat und 1,50 g Mag. 
nesiumsulfat gelést. 2,30 g primares Kaliumphosphat wurde zu Beginn 
der Ziichtung vorgelegt. Die Anfangstemperatur betrug 30,0°C und im 
Laufe der Ziichtung um 28°C. Wahrend des Versuchs wurden 580 cem 
verdiinnte Ammoniaklésung zugegeben, entsprechend 2,830 g Stickstoff. 
Die Versuchsdauer betrug 8!/, Stunden. Es wurde ein Zuwachs von 
39,11 g Trockensubstanz und 21,77 g Eiweif8 erhalten. Der EiweiBb- 
gehalt der Aussaathefe betrug 48,40°,, der der Erntehefe 54,80°,.. 
Der Garverlauf war dem der Standardziichtungen mit Zucker gleich. 

In der vergorenen Fliissigkeit konnte weder Zucker noch Milchsaure 
nachgewiesen werden. Es waren 0,414g¢ Alkohol enthalten, wovon 
jedoch der gr6éBere Teil, namlich 0,233 g, im der Waschflasche vor- 
gefunden wurde. An gesamtem Stickstoff waren noch 0,101 g vor- 
handen, wovon 0,025 g anorganisch waren. Die Abweichung der 
Stickstoffbilanz betrug — 0,9°). 

In dem vorliegenden Versuch wurden Milchséure und Zucker 


restlos aufgebraucht und ergaben Ausbeuten von 49,2°, Hefetrocken- 


On ¢ 


substanz und 27,35°/ EiweiB auf Glucose -+- Milchsiure bezogen. Wird 


fiir Glucose allein eine Ausbeute von 51°, angenommen (= Mittelwert 


von den Ausbeuten aus 1°,,igen Zuckerlésungen der Standardversuche), 
Die Menge der gebildeten 


- =O 


so betragt sie fiir Milchséure allein 47,7 
Kohlensaure war 48,40 g. 


2. Bilanzierte Versuche mit Brenztrawbensdure. 
Bei Versuch 56 wurde in einer Lésung, die 1°; Brenztraubensdure 
enthielt, geziichtet. Es kamen 53,26 g im Vakuum frisch destillierter 
Brenztraubensiure zur Anwendung. An Nahrsalzen wurden dem 
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Substrat 2,20 g primares Kaliumphosphat und 1,10 g Magnesiumsulfat 
zugesetzt. 1,10 g Kaliumphosphat wurden zu Beginn der Ziichtung vor- 
velegt und im Verlauf derselben noch 420 ccm verdiinnte Ammoniak- 
lisung, entsprechend 2,048 g¢ Stickstoff, zugegeben. Die Anfangs- 
temperatur betrug 29,3°C und wurde im Verlaufe des Versuchs auf 
289°C gehalten. Diese Temperatur konnte nur durch wiederholtes An- 
wirmen aufrechterhalten werden. Die Nahrlésung wies eine stark 
saure Reaktion auf. Die Versuchsdauer betrug 9 Stunden. Es wurde 
ein Zuwachs von 2,95g Hefetrockensubstanz und 2,00g EiweiB er- 
halten. Der EiweiBgehalt der Aussaathefe betrug 44,60°.,, der der 
Erntehefe 55,45°,.. 

In der vergorenen Fliissigkeit waren 0,216 g Alkohol und 1,690 g 
Stickstoff, wovon 1,547¢ anorganisch waren, enthalten. Die Ab- 
weichung der Stickstoffbilanz betrug —1,6°,. Die restliche Brenz- 
traubensiure wurde nicht ermittelt. Es wurden 13,63 ¢ Kohlenséure 
gebildet. 

Versuch 57 wurde mit 47,93¢g im Vakuum frisch destillierter 
Brenztraubensaure in 1°,iger Lésung durchgefiihrt. In dem Nahrsubstrat 
wurden 2,20 g primires Kaliumphosphat und 1,10 g Magnesiumsulfat 
gelést. 1,10 g Kaliumphosphat wurden zu Beginn der Ziichtung vor- 
gelegt, im weiteren Versuchsverlauf noch 450 ccm verd. Ammoniak- 
lésung, entsprechend 2,196 g Stickstoff, zugegeben. Die Temperatur 
wurde durch wiederholtes Anwairmen zwischen 27 und 28°C gehalten 
und betrug zu Anfang 30,0° C. Die Nahrlésung wies stark saure Reaktion 
auf. Die Versuchsdauer betrug 8'/, Stunden. Es wurde ein Zuwachs 
von 12,28 g Trockensubstanz und 7,30 g Eiweif erhalten. Der Eiweib- 
gehalt der Aussaathefe betrug 44,60°,, der Erntehefe 56,25°.. 

In der vergorenen Fliissigkeit waren 4,99 g Brenztraubensaure, 
0,390 g Alkohol und 1,001 g Reststickstoff, wovon 0,930 g auf anorgani- 
schen Stickstoff fielen, enthalten. Die Abweichung der Stickstoffbilanz 
betrug —1,1°%,. 

Von den angewandten 47,93 ¢ Brenztraubenséiure wurden 4,99 g 
in der vergorenen Fliissigkeit wiedergefunden und demnach 42,9 g 

- 89,8°. verbraucht. Die auf diese Menge bezogenen Ausbeuten sind 
28.60°. Hefetrockensubstanz und 17,03°,, EiweiB. 


3. Bilanzierte Versuche mit Athylalkohol. 


Versuch 58 wurde in einer 1° igen Lésung von Athylalkohol., 
insgesamt 56,05 g enthaltend, ausgefiihrt. An Nahrsalzen wurden im 
Nahrsubstrat 2,60 g Diammoniumphosphat, 2,00 g¢ Kaliumsulfat und 
1.50 g Magnesiumsulfat gelést. 1,30 ¢ Diammoniumphosphat wurden 
zu Versuchsbeginn vorgelegt. Die im Verlauf der Ziichtung gebildete 


Saure wurde durch die Zugabe von 325 cem verd. Ammoniaklésung, 
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entsprechend 1,673 g¢ Stickstoff, neutralisiert. Die Temperatur betruy 
zu Beginn 30,09 C, im weiteren Ziichtungsverlauf 28 bis 29°C. Um dies: 
Temperatur aufrechtzuerhalten, muBte einigemale erwarmt werden. I) 
der zweiten Halfte der Versuchszeit wies das beliiftete Substrat stark 
saure Reaktion auf; das py war 3,3. Die Dauer der Ziichtung war 
8!/, Stunden. Es wurde ein Zuwachs von 32,08 g Trockensubstanz und 
19,10 g EiweiB erzielt. Der EiweiBgehalt der Aussaathefe war 46,90 
der Erntehefe 57,80°... 

Um die erhéhten Mengen an verdunstetem Alkohol abzufangen 
wurden die Gargase durch zwei in Eis gepackte Waschflaschen geleitet 
In der vergorenen Fliissigkeit waren 11,24 ¢ Alkohol, in der ersten 
Waschflasche 0,31 ¢ und in der zweiten 0,02 g¢ Alkohol, zusammen 
11,57 ¢ enthalten. Ferner wurden 0,127 ¢ Reststickstoff ermittelt 
wovon 0,091 g anorganisch waren. Die Abweichung der Stickstoff 
bilanz betrug —0,5°,,.. Der Fettgehalt der Aussaat- und Erntehefe 
war 4,2 bzw. 5,7° 
Von den angewandten 56,05 g Alkohol wurden 44,48 g verbraucht, 


das sind etwa 80°... Die hierauf bezogenen Ausbeuten sind 72.20! 


Hefetrockensubstanz und 43.00°,, Eiweib. 

Die gebildete Kohlensiuremenge betrug 22,50 ¢. Unter der An- 
nahme, daB die Kohlenséiure durch direkte Verbrennung von Alkoho! 
entstanden ist, wiirde dies einer Alkoholmenge von 11,77 g entsprechen. 
Diese Menge wiirde demnach fiir den Aufbau von Hefekérpersubstanz 
verlorengehen und nur zur Energiebeschaffung dienen. Es waren 
dementsprechend aus 44,48 g — 11,77g 32.71 g Alkohol 32,08 ¢ 
Hefetrockensubstanz gebildet worden. 

Die theoretische Hefeausbeute aus Alkohol diirfte jedoch noch 
hdher liegen. Nach den einer spiteren Verdéffentlichung vorbehaltenen 
beiden Ausbeutegleichungen fiir Eiweif bzw. stickstofffreie Stoffe 
wirden fiir 32,08 g Hefetrockensubstanz mit 19,10 ¢ EiweiB und 9,98 ¢ 
stickstoffreien Stoffen nur 28,58 ¢ Alkohol nétig sein (unter gleich- 
zeitiger Beriicksichtigung des wieder ausgeschiedenen EiweiBes) oder 
aus 32,71 g Alkohol miiBten theoretisch 36,2 g Hefetrockensubstanz 
erhalten werden, was einer Ausbeute von 110.5 g Hefetrockensubstanz 
aus 100g Alkohol entspraiche. Entsprechend dem héheren kalorischen 
Wert des Alkohols wiirden die theoretischen Ausbeuten rund das 
1,9fache der aus Zucker erhaltenen betragen. 

Versuch 59 wurde als Parallelversuch zu 58 mit der gleichen 
Alkoholmenge und Nahrsalzen angesetzt. Im Ziichtungsverlauf wurden 
365 cem verdiinnte Ammoniaklésung zugefiigt, welche 1,880 g Stickstoff 
enthielten. Die Temperatur betrug zu Beginn 30,8°C, im weiteren 
Versuchsverlauf um 28°C und stieg ohne auBeres Zutun bis auf 30,3° C 
an. In der zweiten Halfte wies das girende Substrat eine stark saure 
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Reaktion auf. Das py war 4,3. Die Ziichtungsdauer war 8! |, Stunden. 
Gegen Ende der Ziichtung trat intensiver Ester- und Essigsauregeruch 
auf. Der Zuwachs betrug 33.56 g Trockensubstanz mit 20,61 g Eiweib. 
Der EiweiBgehalt der Aussaathefe war 46,90°,,, der Erntehefe 59,60° |. 


In dem vergorenen Substrat waren einschlieBlich der ersten Alkohox- 
waschflasche 3,45 g¢ Alkohol, in der zweiten Waschflasche 0,05 g, zu- 
sammen 3,50 g¢ Alkohol, enthalten, ferner 0,134 ¢ Stickstoff, wovon 
0.077 g anorganisch waren. Die Abweichung der Stickstoffbilanz 
war + 0,79... Der Fettgehalt der Aussaathefe betrug 4,2°,,, der Ernte- 
hefe 59°... 


Von den angewandten 56,05 g Alkohol wurden 52,55 g, das sind 
94° verbraucht. Die hierauf bezogenen Ausbeuten sind 63.80° , Hefe- 
trockensubstanz und 39,22°,, Eiweib. 


Es wurden 27.60 ¢ Kohlenséiure gebildet. Unter der gleichen 
Annahme wie bei Versuch 58 wiirde dies einer Alkoholmenge von 14,41 ¢ 
entsprechen, welche wieder fiir den Aufbau von Hefezellsubstanz 
verlorengingen. Es waren demnach aus 52,55 ¢ l4.41 ¢ = 38,14 ¢ 
Alkohol 33,56 g Hefetrockensubstanz gebildet worden, ungeachtet der 
daneben noch entstandenen Produkte wie Essigsiure, Ester u.a. 
Auffallend bei diesem Versuch ist vor allem die Erhéhung der Tem- 
peratur des beliifteten Substrats ohne déuBeren EinfluB, die der Er- 
hohung der Kohlensiuremenge gleichlief, so daB angenommen werden 
mu8, daB durch die Hefe mehr Alkohol als bei Versuch 58 direkt ver- 
brannt wurde. 


!. Bilanzierte Versuche mit Essigsdure. 


In Versuch GO kam eine 1°,ige Lésung von FEssigsdure, insge- 
samt 72,31 g Essigsiure, zur Anwendung. An Nahrsalzen wurden im 
Nahrsubstrat 3.0 primares Kaliumphosphat und 1,5 g Magnesiumsulfat 
gelést. 1,5 g¢ Kaliumphosphat wurden zu Beginn vorgelegt. Durch 
Zugabe von 300 ccm verd. Ammoniaklésung wurde die vorgelegte 
Essigsiure fast neutralisiert. Im weiteren Garverlauf wurden noch- 
mals 255 cem zugegeben, insgesamt also 555 cem verd. Ammoniak- 
lésung, entsprechend 2.720 g Stickstoff. Die Temperatur war zu An- 
fang 31.5°C, im weiteren Verlauf um 28°C. Zur Aufrechterhaltung der 
Temperatur war wiederholtes Anwarmen erforderlich. Die Reaktion 
des Substrats war meist schwach sauer bis neutral, teilweise sogar 
alkalisch, da offenbar, besonders zu Beginn der Ziichtung, die Essig- 
saure sehr rasch assimiliert wird. In der zweiten Halfte der Ziichtung 


war das py 4,7. Gegen Ende der Ziichtung war die Reaktion des 
Substrats neutral bis schwach alkalisch; es trat hierbei starker Schwefel- 
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wasserstoffgeruch auf. Die Ziichtungsdauer war 8!/, Stunden. Der Zu. 


wachs betrug 26,94 g Trockensubstanz und 16,29 g EiweiB. Der Eiwei(}. 
gehalt der Aussaathefe war 50,00°,,, der Erntehefe 58,80°,. 


In der vergorenen Fliissigkeit waren 2,37 g Essigsaure enthalten 
die nach der von G. Klein! angegebenen Methode durch Destillation 
bestimmt wurde, ferner 0,837 g Alkohol, wovon 0,032 g in der Wasch 
flasche enthalten waren, und 139.7 mg Reststickstoff mit 71,6 mg an 
organischem Stickstoff. Die Abweichung der Stickstoffbilanz betruy 


ow 0) 
+ 0,7%. 


Von den 72,31 g angewandter Essigsiure wurden 69,94 g verbraucht, 
das sind 96,6°,,. Die hierauf bezogenen Ausbeuten waren 38,55°/, Hefe- 
trockensubstanz und 23,30°,, EiweiB. 


An Kohlenséure wurden 59,50 g gebildet. Wenn die Kohlensiure 
durch direkte Verbrennung von Essigsiure entstand, wiirde dies einer 
Essigsiuremenge von 40,60 g entsprechen, welche nur zur Energie 
beschaffung dienten und so fiir den Aufbau von Hefezellsubstanz 
verlorengingen. Dementsprechend waren aus 69,94 g— 40,60 ¢ — 29,34 9 
dssigsdure 26,94 g¢ Hefetrockensubstanz gebildet worden, ungeachtet 
der noch auftretenden Nebenprodukte. 


Versuch 61 wurde als Parallelversuch zu 60 mit gleichen Essigsaure- 
und Nahrsalzmengen angesetzt. Zu Beginn der Ziichtung wurden 


wiederum 300 ccm verdiinnte Ammoniaklésung zugegeben, wodurch 
die vorgelegte Nahrlésung annahernd neutralisiert wurde. Im weiteren 


Versuchsverlauf wurden noch 230 ccm, insgesamt 530 cem verd. Am- 
moniaklésung zugegeben, welche 2,595 g Stickstoff entsprachen. Die 
Temperatur war zu Beginn 30,0° C und wurde dann um 28° C gehalten 
Der Garverlauf glich im wesentlichen dem des Versuchs 60. Die Reaktion 
des Substrats war zunachst schwach sauer bis neutral; in der zweiten 
Halfte des Versuchs betrug das py 4,1. Gegen Ende der Ziichtung wies 
das Substrat neutrale bis schwach alkalische Reaktion auf; es trat 
Schwefelwasserstoffgeruch auf. Die Ziichtungsdauer betrug 81/, Stunden. 
An Zuwachs konnten 24,32 g Trockensubstanz mit 15,21 g Eiweil 
erzielt werden. Der EiweiBgehalt der Aussaathefe war 50,00°;,, der 
Erntehefe 60,50°.,.. 


In der vergorenen Fliissigkeit konnten 3,34 g¢ Essigsiure, 0,415 9 
Alkohol, wovon 0,069 ¢ in der Waschflasche enthalten waren, ferner 
137 mg Reststickstoff mit 83 mg anorganischem Stickstoff nach 
gewiesen werden. Die Abweichung der Stickstoffbilanz betrug — 0,8° 


' G. Klein, ,,Handbuch der Pflanzenanalyse“, 2. Bd., Spez. Anal., 
1. Teil, S. 383. 
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Von den angewandten 72,31 g Essigsiure wurden 68,97 g ver- 
braucht, das sind 95,3°,,. Die daraus erhaltenen Ausbeuten sind 35,30° ,, 
Hefetrockensubstanz und 22,10°,, Eiwei’. 

Als Kohlenstoffquelle fiir Versuch 62 kamen 35,60 g Essigsaure 
und 35,00 g Glucose in 1°/iger Lésung (bezogen auf das Gemisch) zur 
Anwendung. An Nahrsalzen wurden dem Substrat 1,50 g Diammonium- 
phosphat, 1,50 g primares Kaliumphosphat, 1,00 g Kaliumsulfat, 1,50 ¢ 
Magnesiumsulfat und 1,70 g Ammoniumsulfat zugesetzt. 0,5 g Di- 
ammoniumphosphat und 0,8 g primares Kaliumphosphat wurden zu 
Beginn der Ziichtung vorgelegt. Von den 440 ccm verd. Ammoniak- 
lisung, entsprechend 2,146 g Stickstoff, wurden 150 ccm zu Beginn 
zugegeben, der Rest im weiteren Ziichtungsverlauf. Die Temperatur 
war zu Beginn der Ziichtung 32,2°C und wurde dann um 28°C 
gehalten. Der Garverlauf glich im wesentlichen dem der Standard- 
versuche mit 1°,igen Zuckerlésungen. Die Reaktion des Substrats 
war meist schwach sauer, gegen Ende der Ziichtung neutral. Das py 
war um 5,1. Die Ziichtung wurde nach 8 Stunden beendet. Es wurde 
ein Zuwachs von 34,08 g Trockensubstanz und 17,12 g EiweiB erzielt. 
Der EiweiBgehalt stieg von 45,60°, in der Aussaathefe auf 49,60°,, 
in der Erntehefe an. 

In der vergorenen Fliissigkeit waren 3,92 g¢ Essigsiure, 0,458 g 
Alkohol (hiervon 0,027 g in der Waschflasche) und 0,163 g¢ Stickstoff 
enthalten, wovon 0,114 g anorganisch waren. Die Abweichung der 
Stickstoffbilanz war — 1,0°,. 

Von den angewandten 35,00 ¢ Glucose und 35,60 g Essigsiure 
wurde der Zucker restlos, die Essigsiure zu 89°, verbraucht. Die 
hierbei erhaltenen Ausbeuten sind, bezogen auf Glucose + Essigsiure 
50,90°,, Hefetrockensubstanz und 25,60°,, Eiwei. Wenn die Ausbeute 
aus Glucose zu 51°,, Hefetrockensubstanz (= Mittelwert der 1° \igen 
Glucose-Standardversuche) angenommen wird, betragt sie auch aus 
Essigsaure 51,0°,, ist also um etwa 13°, héher als aus Ess'gsaure 
allein. — Die gebildete Kohlensiuremenge betrug hierbei 46,20 g. 

Versuch 63 wurde als Parallelziichtung zu 62 mit 35,70 g Essigsdure 
und 35,00 g Glucose angesetzt. Es kamen die gleichen Nahrsalzmengen 
zur Anwendung. An verdiinnter Ammoniaklésung wurden insgesamt 
490 cem, = 2,390¢ Stickstoff, zugegeben. Temperatur, Sauregrad 
des Substrats und Versuchsverlauf glichen denen des Versuchs 62. Die 
Gardauer betrug 8'/, Stunden. Es waren 34,53 g Trockensubstanz und 
18,56 ¢ EiweiB zugewachsen. Der EiweiBgehalt stieg von 45,60°,, in 
der Aussaathefe auf 52,70°,, in der Erntehefe an. 

In der vergorenen Fliissigkeit waren 1,50 g Essigsaure, Spuren 
reduzierender Stoffe (Zucker), 0.460 g Alkohol, wovon 0,035 g aus der 
Waschflasche erhalten wurden, und 0,175 ¢ Stickstoff mit 0.112 g an- 
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organischem Stickstoff enthalten. Die Abweichung der Stickstoffbilay, 
betrug 10%: 

Von den angewandten 35,00 ¢ Glucose und 35,70 g Essigsaure wurd: 
der Zucker nahezu restlos, die Essigsaure zu 96°., verbraucht. Die aut 
Glucose + Essigsiure bezogenen Ausbeuten sind 49,90°,, Hefetrocken 
substanz und 26,80°,, EiweiB. Wenn die Ausbeute aus Glucose mit 
51°%/ 


trockensubstanz erhalten, also ebenfalls mehr als aus Essigsaure allein 


angenommen wird, so wurden aus Essigsiure rund 49°. Hefe 


An Kohlensaure wurden hierbei 45.50 ¢ gebildet. 


a. Vergleich der Ausbeuten. 

Zum Vergleich der Ausbeuten an Hefetrockensubstanz aus de: 
Versuchen der Tabelle IL mit denen der Standardversuche in 1°/igen 
Zuckerlésungen wurde der Zuwachs auch auf 100g der Kohlenstoff- 
differenz bezogen, berechnet aus der Menge der verbrauchten Kohlen 
stoffquelle. Bei den Ziichtungen in 1° igen Zuckerlésungen betrug dik 
Ausbeute bei 100 g Kohlenstoff.im Mittel 127.5 g Hefetrockensubstanz 
entsprechend 51°,, aus Zucker, in den Versuchen mit Milchsdéure 94, 
87.0 und 93.5 g, mit Milchséure — Glucose 123.0 ¢, mit Brenztrauben- 
saure 70,0 g, mit Alkohol 138.0 ¢ und 122.3 ¢, mit Essigsiure 96.3 
und 88.2 ¢ und mit Essigsaure — Glucose 127,8 und 127.5 ¢. Bei dieser 
Ausbeutezusammenstellung bleibt’ allerdings der kalorische Wert der 
einzelnen Stoffe noch unberiicksichtigt. 

Durch den Zusatz von Zucker wurden die Ausbeuten aus Milchsaure 
und Essigsiure erheblich erhéht, dies diirfte letzten Endes auf div 
giinstigeren energetischen Verhaltnisse zuriickzufiihren sein. 


Zusammenfassung. 


Zusammenfassend ergibt sich aus den Versuchen 32 bis 63: 


1. Milchsiure wird als alleinige Kohlenstoffquelle nur zum Tei 
aufgenommen und liefert niedrigere Ausbeuten als Glucose.  Ent- 
sprechend dem niedrigeren kalorischen Wert der Milchsiure miibte 
das 0,97fache der Ausbeuten aus Zucker erhalten werden. Tatsachlicl 
wurden aber nur das 0,74- bzw. 0,69fache gebildet. 


2. Bei einem Zusatz der gleichen Menge Zucker wird Milchsaure 


restlos aufgenommen und dabei die Ausbeuten aus letzterer wesentlich 
erhéht. Wenn die Hefeausbeuten aus Zucker mit 51°, 
wird, so ergibt sich eine soleche von 47,7° 
das 0,94fache. 


angenommen 


, aus Milchsaure, demnach 

3. Brenztraubensiure wird als alleinige Kohlenstoffquelle ebenfalls 
nur teilweise aufgenommen und die daraus erhaltenen Ausbeuten sind 
niedriger als aus Zucker. 





Beitrage zur biologischen Zellsubstanz-Synthese der Hefe. 


4. Athylalkohol wurde zu 80 und 94°, verbraucht. Die Aus- 


beuten hieraus sind héher als aus Zucker. Entsprechend dem héheren 
kalorischen Wert des Alkohols miiBten die Ausbeuten daraus um 
das 1,9fache héher liegen als aus Glucose. Tatsachlich wurde jedoch 


nur das 1,4- bzw. 1,25fache erhalten. 

5. Essigsaure wurde zu 96,6 und 95,3°,, verbraucht. Die Ausbeuten 
hieraus sind niedriger als aus Zucker. Entsprechend dem niedrigeren 
kalorischen Wert der Essigsdaure miiBte das 0,97fache der Aus- 
beuten aus Zucker erhalten werden. Es wurde jedoch nur das 0,76- 
bzw. 0,69fache erreicht. 

6. Bei Zusatz einer gleichen Menge Zucker zu Essigsiure wurden 
erheblich giinstigere Ausbeuten erzielt. Die Essigsiure wurde dabei 
zu 89 und 96°, verbraucht. Wenn die Ausbeuten an Hefetrocken- 
substanz aus Zucker mit 51°,, angenommen wird, so ergibt sich aus 


Essigsaure eine soleche von 51 und 48,9°,, also das 1,0- bzw. 0,96fache. 


7. Die von der Hefe in den Versuchen 52 bis 63 im Ziichtungs- 
verlauf in das Substrat wieder ausgeschiedene organische Stickstoff- 


menge betrug im Mitte! 3,4°,, der von ihr umgesetzten Stickstoffmenge. 


) 














Die Bestimmung von 03 bis 50 mg Glucose mit dem 
Verfahren von Hagedorn und Jensen. 
Von 
Alfred Zeller. 


(Aus der Staatslehr- und Versuchsanstalt fiir Gartenbau, Hetzendort- 
Schénbrunn, Wien.) 
(Eingegangen am 26, November 1938.) 

Das Verfahren, das Hagedorn und Jensen! seinerzeit fiir die Be 
stimmung des Blutzuckers angaben, fand in den letzten Jahren immer 
weitere Verbreitung — auch in botanischen Laboratorien — und ist 
heute wohl das beliebteste und am meisten angewandte Verfahren zur 
Bestimmung kleiner Mengen reduzierender Zucker. Ihm haften nur 
zwei kleine Unbequemlichkeiten an: Sein auf Mengen von 0,002 bis 
0.385 mg Glucose beschrinkter Anwendungsbereich und die Not- 
wendigkeit, eine Tabelle fiir die Berechnung der Ergebnisse zu benutzen 
In manchen Laboratorien hat man versucht, den Anwendungsbereich 
des Verfahrens zu vergr6Bern. So veréffentlichte C. S. Hanes? ein Ver- 
fahren zur Bestimmung von 0,2 bis 3,8 mg Glucose nach Hagedorn 
Jensen und Issekutz und Both® ein Solches fiir 1 bis 15 mg. Allen diesen 
Vorschriften ist gemeinsam, da} die Glucosemenge aus der Menge des 
reduzierten Kaliumferricyanids mit Hilfe einer Tabelle gefunden wird. 
da die Umsetzung nicht genau st6chiometrisch verlauft. Wir geben 
nun im folgenden eine Vorschrift, die sich im wesentlichen an die von 
Issekutz und Both anlehnt, aber Glucosemengen von 0,3 bis 14 mg 
und von 5 bis 50 mg zu bestimmen gestattet. -Fiir den zuerst genannten 
Bereich wird eine m/10 Lésung von Kaliumferricyanid verwendet, fiir 
den zweiten m/4 Lésung. In beiden Fallen verlauten die Umsetzungen 
nahezu vollstandig st6échiometrisch, so da bei Anwendung einfacher 
Umrechnungszahlen die Fehler nie mehr als 5°, der bestimmten Zucker- 


menge betragen. Bei biologischen Untersuchungen wird diese Genauig- 
keit meist vollstandig ausreichend sein, zumal sich Fehler von 5 


nur in sehr ungiinstigen Fallen ergeben: meist betragen sie weniger 
als 1%. 
Vorsehrift I. Bestimmung von 0.3 bis 14 mg Glucose. 
Losungen. 


A. m/!t0 K,FeCy,, stark alkalisch: 32,9g K,FeCy, p.a. + 70,00 ¢ 
Na,CO, p.a. zu 1000 (dunkel aufbewahren; es ist vorteilhaft, die Lésung 
einige Tage altern zu lassen). 


1 Diese Zeitschr. 135, 46, 1923. — ? Biochem. J. 23, 99, 1929. 
3 Diese Zeitschr. 188, 298, 1927. 
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B. 10%ige (Vol.-°) Lésung von ZnSO, aqu. p.a.; vor Gebrauch zu 
ie 30cem der Lésung 1g KJ pp. (p.a. ist iiberfliissig) zusetzen. Bei 
niederen Temperaturen und LichtabschluB einige Tage haltbar. 

C. 10%ige Essigsaure. 

D. 1%ige Starkelésung (Amylum solubile, trocken, nach Zulkowski, 
in nicht tiber 70° warmes Wasser einriihren, mit einer Spur HgJ, kon- 
servieren. ) 

E. m/20 Thiosulfatlésung, mit 3 bis 5°/,, Amylalkohol versetzt. 
(Dunkel aufbewahrte und nach Mayr und Kirschbaum! mit Amylalkohol 
vergiftete Thiosulfatlésungen auch geringer Konzentration halten sich prak- 
tisch unbegrenzt, mindestens aber | Jahr ohne ihren Titer zu andern.) Ein- 
stellung gegen K J O,, dessen Lésungen bekanntlich unbegrenzt haltbar sind. 


Ausfiihrung. 

In ein trockenes Jenaer 50-cem-Titrierkélbchen wird die Glucoselésung 
eingebracht und das Volumen auf 5 cem erginzt. Hierzu werden 5,00 eem 
der Lésung A (entsprechend 10 cem m/20 K,FeCy,) gegeben. Dann wird 
15 Minuten im kochenden Wasserbad erhitzt. Nach dem Erhitzen wird 
in kaltes Wasser gestellt. 

Die Titration erfolgt nach 10 Minuten bis 6 Stunden. Hierzu: 

1. In das Kélbchen einen solchen Uberschu8 von festem Kochsalz 
(pp., p. a. ist tiberfliissig) geben, da®B die Lésung auch nach Zusatz der 
weiteren Lésungen gesattigt oder nahezu gesattigt ist; umschwenken. 

2. Zusatz von 5ecem gebrauchsfertiger Lésung B, gut umschwenken. 

3. Zusatz von 5cem Lésung C, gut umschwenken. 

4. Sofort mit m/20 Thiosulfat aus einer 10-cem-Biirette, die 0,01 cem 
abzulesen gestattet, titrieren; gegen SchluB Zusatz von 5 Tropfen Lésung D. 

Blindbestimmungen zur Feststellung des Titers der Kaliumferricyanid- 
losung miissen taglich ausgefiihrt werden. 

Das Wesentliche — und der Fortschritt gegen andere Abanderungen 
der Hagedorn-Jensen-Vorschrift — ist die Sattigung der Titrations- 
flissigkeit mit Natriumchlorid vor dem Zusatz der Zinksulfat-Kalium- 
jodidlésung. Man erzielt dadurch einen vollkommen scharfen Um- 
schlagspunkt ohne irgendein wesentliches Nachblauen der Lésungen 
und ohne dab wie ohne oder bei ungeniigendem NaCl-Zusatz 
wihrend des Titrierens am Niederschlag Jod adsorbiert wiirde, das sich 
nur langsam herauslést und die Titration sehr verzégert. Titrationen, 
die mit zu geringem NaCl-Zusatz ausgefiihrt werden, dauern 20 Minuten 
und linger, ohne einen eindeutigen und endgiiltigen Umschlagspunkt 
zuergeben. Bei Anwesenheit von geniigend NaC! laBt sich die Titration 


ohne jede Verzégerung ausfiihren und die Blaufirbung, die erst nach 
etwa 10 bis 20 Minuten wieder auftritt, entspricht nicht mehr als 0,01 
bis 0,02 cem m/20 Thiosulfat. Parallelbestimmungen stimmen auch 
bei nicht ganz sorgfaltiger Titration auf -+- 0,01 bis 0,02 cem m 20 
Thiosulfat tiberein. Die NaCl-freie ZnS O,-Lésung laBt sich viel leichter 
und bequemer herstellen und aufbewahren als eine Lésung mit hohem 


NaCl-Gehalt. 


' C. Mayr u. E. Kirschbaum, Zeitschr. f. anal. Chem. 72, 321, 1922. 














A. Zeller: 


Berechnung. 

Zwischen 0,3 und 14mg Glucose in 5cem angewandter Lésung eri 
spricht | cem m 20 K, FeCy, 1,42 mg Glucose. Nur bei Anwendung ande1 
Ausgangsvolumina ist eine Eichung des Verfahrens mit Glucoselésuny 
bekannter Konzentration vorzunehmen. 


Fehler. 


Er betragt unterhalb 1 mg héchstens 5°,, tiber 1 mg héchstens | 
der bestimmten Glucosemengen. 


Be lega nal ys: n. 





Differenz Diiterenz 
Glucose-  Verbrauch Glucose Bh ba Glucose-  Verbrauch Glucose on 
einwaage com m/20 bs cohnet Einwaage | einwaage ccm m/20 a omadianal Kinwaag 
; echne g em mM) echne 
K, FeCy etwa K, FeCy . etwa 


mg 0 mg 


0.3 0,20 0,284 f 5.0 3,55 5,00 LQ 

0,5 0,35 0497 6.0 (2: 6.01 + 0,2 
1,0 0,69 0.980 f 8.0 5.6 7.98 0.2 
2.0 1.41 2.00 Ab 10,0 7,08 10,08 1 (),8 
3,0 2,09 2,97 13.0 9,2: 13,10 + 0,8 





Issekutz und Both (1. ¢.) fanden, daB die Umsetzung im Hagedorn 
Jensen-Gemisch stark von der Alkalikonzentration abhangig ist. Sie 
haben ja aus diesem Grunde den Natrium-Carbonatgehalt der Kalium 


ferricyanidlésung fiir die Bestimmung von | bis 15 mg Glucose von 


10,7 auf 70g pro Liter erhéht. Wie unsere Versuche ergaben, lassen 
sich mit dieser Alkalikonzentration gréBere Zuckermengen auch_ bei 
Anwendung starkerer Kaliumferricyanidkonzentrationen nicht ohne 
Verwendung einer Eichkurve bestimmen. , Erhéhung der Natrium 
carbonatkonzentration erweitert aber sofort den Anwendungsbereich 


des ganzen Verfahrens. 


Vorsehrift I. Bestimmung von 5 bis 50 mg Glucose. 
Lésungen. 


F. m/4 K,FeCy,, mit 120,00 g Na,CO, im Liter. G. 20 %ige (Vol.-°, 
Lésung von ZnSO, aqu. Vor Gebrauch auf je 10cem Lésung 0,8 g KJ 
zusetzen. — H. 20 °;ige Essigsiure. — J. Wie Lésung D der Vorschrift I. 
K. m/10 Thiosulfat mit 3 bis 5°/,, Amylalkohol. 


Ausfiihrung. 

In einen trockenen Erlenmeyer-Kolben von 200 cem Inhalt wird die 
Glucoselésung eingebracht und das Volumen auf 10 cem ergéinzt. Hierzu 
kommen 10 cem Lésung F. Dann wird 15 Minuten im kochenden Wasser- 
bad erhitzt, abgekiihlt und nach 10 Minuten bis 6 Stunden titriert. 
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Titrieren. 


. NaCl-Zusatz wie bei Vorschrift I. 


l 
2. Zusatz von 10 cem gebrauchsfertiger Lésung G. 


3. Zusatz von 10 cem Lésung H. Gut umschwenken. 
4. Sofort mit m/10 Thiosulfat titrieren. 
49 geteilt sein, so daB man 0,01 cem noch ablesen kann. 


Die Biirette soll 25 cem fassen 
und in Gegen 
SchluB Zusatz von 10 bis 15 Tropfen Lésung J. 

Blindbestimmungen wie nach Vorschrift 1. Vorsicht bei der Titration 
von Lésungen mit geringem Zuckergehalt. Diese Proben — und besonders 
auch die Blindwerte — werden beim Titrieren nicht wei, sondern behalten 
einen schwach blaulichen Stich. Der Umschlagspunkt ist aber ganz scharf 
und schon bei geringer Ubung nicht zu verkennen. 


Berechnung. 


leem m/10 K,FeCy, entspricht 2,275 mg Glucose. 


Fehler. 


Er betragt zwischen 15 und 50 mg Glucose nicht iiber 0,3 ° der Glu- 
cosemenge, zwischen 10 und 15 mg nicht tiber 1°. Fiir Mengen unter 10 mg 
(bis etwa 0,5 mg) verwendet man besser eine Eichkurve, doch tibersteigen 
bis zu 5mg die Fehler bei Anwendung der angegebenen Umrechnungs- 
) 


zahl 5 


» nicht. 


Beleganalysen. 





Glucose- 
einwaage 


Ver brauch 
ecm m/10 
K, FeCy, 


Glucose 
berechnet 


Differenz 
gegen 
Einwaage 
etwa 


Glucose- 
einwaage 


Verbrauch 
ecm m,10 
K, FeCy, 


Glucose 
berechnet 


Differenz 
gegen 
FKinwaage 
etwa 


mg mg 9 
24,95 0,2 


35,10 + 0,3 
50,10 +. 0,2 


4,80 
9,90 
14,95 


25,0 
35,0 
50.0 


10,98 
15,44 


22,02 


5,0 
10,0 
15,0 


2,11 
4,36 


6,57 





Da sowohl bei Vorschrift | als auch bei Vorsehrift LI die Umrechnungs- 
zahl von der Alkalikonzentration abhangig ist, achte man auf genaue Ein- 
waage des Alkalis und EKinhaltung der vorgeschriebenen Endkonzentration 
von 20 bzw. 10 cem bei der Wasserbadbehandlung. Abweichungen bis 
etwa 20% des Endvolumens sind zulassig. Beide Verfahren haben sich 
bei tausenden von Zuckerbestimmungen bestens bewahrt. 


Biochemische Zeitschrift Band 300. 











Kine Nihrlésung zur physiologischen Regeneration 
von Mikroorganismen. 
Von 
Alfred Zeller. 
(Staatslehr- und Versuchsanstalt fiir Gartenbau, Hetzendorf-Schénbrunn, 
Wien X11.) 


(Eingegangen am 3, Dezember 1938.) 


Ks ist eine langst bekannte Tatsache, daB sich die physiologischen 
EKigenschaften der meisten Mikroorganismen bei langerer Kultur im 
Laboratorium verdndern. Vielfach verschwindet gerade diejenige 
Fahigkeit der Mikroorganismen, derentwillen sie isoliert und kultiviert 
wurden. Man hat schon verschiedentlich versucht, Nahrlésungen aus. 
findig zu machen, die derartige Degenerationen verhindern oder riick. 
gingig machen sollen. Zuletzt haben 7. Chrzaszcz und M. Zakomorny' 
iiber Versuche zur Regeneration physiologisch degenerierter Schimmel. 
pilze berichtet und auch die altere Literatur erwahnt, so daB wir un- 
mittelbar an ihre Mitteilung ankniipfen kénnen. 

Im Zusammenhang mit Untersuchungen iiber die Fahigkeit von 


Bakterien, die Doppelbindungen von Olsaure abzusiattigen, die J. Schén 
brunner ausfiihrte und iiber die in kurzem berichtet werden wird, stellte 
es sich heraus, daB auch diese Fahigkeit verschiedenen Bakterienstammen 
nach einiger Zeit zum GroBteil verlorengeht. Wir haben nun zur Re- 
generation unserer Bakterienstamme folgende ,,.Nahrlésung x‘ her- 
gestellt. 


Etwa 100 Stiick 4 Tage bei 26° im Dunkeln gewachsene Maiskeimlinge 
wurden von den Fruchtschalen befreit und mit Quarzsand ganz fein ze: 
rieben; dazu kamen 100g Kalbsleber und 100 g Kalbsherz, die durch eine 
Fleischmaschine getrieben und durch ein feines Haarsieb passiert worden 
waren. Auberdem wurden 100 g Hefe durch 48stiindige Autolyse bei 50° ( 
verfliissigt und zu dem Brei aus den Maiskeimlingen, Kalbsherz und Kalbs- 
nieren zugesetzt. Die ganze Mischung wurde 2 Tage zur Autolyse bei etwa 
10° aufbewahrt, wurde dann mit Leitungswasser auf etwa 1 Liter aufgefiillt 
und filtriert. Das schwach saure (px 6,0), fast klare Filtrat wurde mit 
Lauge auf ein py von etwa 7,5 eingestellt und durch ein steriles Seitzsches 

intkeimungsfilter filtriert. 

In gewoéhnliche, hitzesterilisierte Fleischextrakt-Pepton-Bouillon- 
Réhrehen, die jedes 5ccm Nahrlésung enthielten, wurden nun mit 
steriler Pipette je 5 ccm obiger keimfrei filtrierten Lésung eingebracht. 
Das entstandene Gemisch diente uns als Regenerationslésung fiir unsere 


1 Diese Zeitschr. 291, 312, 1937. 
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Bakterienstamme. Wir iiberimpften sie nach je 2 bis 3 Tagen auf 
frische ,,.Nahrlésung x‘ und priiften nach achtmaligem Uberimpfen, 
iso nach kaum 3 Wochen,’das physiologische Verhalten der ,,regene- 
rierten’’ Bakterien im Vergleich zu den normal weitergefiihrten Stamm- 
kulturen. 

Nach vierwéchiger Bebriitung betrug die Zunahme der von uns 
untersuchten physiologischen Leistung der regenerierten Bakterien- 
stimme im Vergleich zu den gleichzeitig untersuchten Stammkulturen!: 

bei Stamm 0% 

18% 
360% 
1500 % 


294) O/ 
320% 


Diese ermutigenden Ergebnisse lassen hoffen, da} der eingeschlagene 
Weg natiirliche Ausgangsstoffe (wenn auch ,,unbekannter Zusammen- 
setzung**), Kaltsterilisation, Zusatz einer gewohnlichen Nahrlésung 
richtig ist und daB man auf diese Weise Nahrlésungen herstellen kann, 
in denen die physiologische Regeneration von Mikroorganismen_ be- 
schleunigt vor sich geht. Je nach der Art der zu regenerierenden 


Organismen mu man natiirlich die Zusammensetzung der verwendeten 
Nahrstofflésung (in unserem Fall Fleischextrakt-Pepton) verschieden 


wahlen. 

Da wir vorlaufig die Versuche zur Erprobung unserer ,,Nahr- 
lésung x‘ nicht fortfiihren kénnen, haben wir unsere vorerst ziemlich 
unvollstandigen Befunde mitgeteilt, damit auch andere Laboratorien 
die Méglichkeit haben, unsere Nahrlésung auszuprobieren. 


1 Die angefiihrten Belegversuche wurden von J. Schénbrunner im 
Laboratorium des Pflanzenphysiologischen Instituts der Universitat Wien 
ausgefiihrt und werden in seiner Dissertation ausfihrlicher mitgeteilt. 











Zur Biochemie der Torula utilis. 


Il. Mitteilung: 
Uber die Zusammensetzung der Hefesubstanz. insbesondere 
des HefeeiweiBes. 
Von 
Hermann Fink und Felix Just. 


(Aus dem Institut fiir Garungsgewerbe und Starkefabrikation an de: 


Landwirtschaftlichen Fakultat der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 3. Dezember 1938.) 


In unserer ersten Mitteilung! haben wir schon naher darauf hin 
gewiesen, daB die biologischen Verhaltnisse fiir die technisch erzeugten 
Futterhefen im Vergleich zu anderen Hefen, wie sie in den Garungs 
gewerben, z. B. bei der Bier- und Weinbereitung und vor allem bei 
der PreBhefefabrikation, anfallen, stark abweichend sind. Die Ver- 
mutung, da sich deshalb die Hefesubstanz als solche sowie auch das 
biochemische Verhalten unserer Torulahefen in mehr oder weniger 
wichtigen Merkmalen von den schon gut bekannten Kulturhefen 
unterscheiden, ist naheliegend. Bestarkt wurden wir durch die kiirz- 
liche Auffindung! des Dulcits in Holzzuckerhefe. Wir sind der Meinung 
daB sich bei systematischer Untersuchung noch andere Unterschiede 
aufdecken lassen werden. 


In der vorliegenden Arbeit beschaftigen wir uns mit der Zusammen 


setzung der Hefesubstanz, insbesondere des HefeeiweiBes. Die Kenntnis 


von der qualitativen und quantitativen Zusammensetzung ist einma! 
von theoretischem Interesse, weil das gewonnene Zahlenmaterial die 
notwendige Grundlage fiir die Auffindung der GesetzmaBigkeiten bei 
der Hefeziichtung — z. B. fiir die Energie- und Stoffbilanzen, Berechnung 
der praktischen und méglichen Ausbeuten usw.? — bilden. AuBerdem 
lag uns aber daran, die praktisch wichtige Frage nach der Vollwertigkeit 
der technisch erzeugten Torulahefen als EiweiBfuttermittel methodisch 
unabhangig von den durchgefiihrten Fiitterungsversuchen*® zu klaren. 
Durch einen Vergleich mit der Bierhefe, deren hoher Futterwert zweifels- 
ohne feststeht, lat sich die Frage einwandfrei entscheiden. 


' H. Fink u. F. Just, diese Zeitschr. 296. 306, 1938. — * H. Fink u 
J. Krebs, diese Zeitschr. 299, 1, 1938. —- 3 K. Richter u. H. Briiggemann, 
Biedermanns Zentralbl. Agrik.-Chem. ration. Landwirtschaftsbetr. Abt. B 
Tierernéhrung 9, 95, 1937. 
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Durch die Untersuchungen von R&R. Schréder!, J. Meisenheimer 
und von A. Kraut und F. Schlottmann*® kennen wir den durchschnitt- 
lichen Gehalt des EiweiBes von Bierhefe an den lebenswichtigen Amino- 
siuren. Die mitgeteilten Ergebnisse weichen je nach der benutzten 
Arbeitsweise voneinander ab. Um eine tatsachliche Vergleichbarkeit 
des Zahlenmaterials zu garantieren, hielten wir uns absichtlich mit 
moglichster Treue an die Analysenmethoden und sonstigen Vorschriften, 
die H. Kraut und F. Schlottmann® in ihrer Arbeit angeben. Eine Be- 
schreibung kénnen wir uns also zur Vermeidung unnétiger Wieder- 
holungen ersparen, indem wir auf jene Arbeit nochmals ausdriicklich 
verweisen. Zur Bestimmung des Hefegummis und Glykogens verwandten 
wir die von Stockhausen und Silbereisen* beschriebene Methode. Das 
..Rohfett’’ bestimmten wir durch erschépfende Extraktion einer zu- 
sammen mit Quarzsand in der Kugelmiihle staubfrei zerriebenen Hefe- 
probe. 

Unsere Untersuchungsergebnisse sind in den folgenden Tabellen 
zusammengefaBt. Die analysierten Proben waren samtlich Torula- 
hefen, die in den folgenden Nahrlésungen mit sonst nur mineralischen 
Zusitzen nach dem Liiftungsverfahren geztichtet worden waren: 

Probe I in Alkohol als einziger C- Quelle®. 

Probe II in Bergius-Holzzucker. 

Probe IIL in Tornesch-Holzzucker nach Scholler. 

Probe LV in Sulfitablauge (in unserem Laboratorium geziichtet). 

Probe V ebenfalls eine ,,Sulfitablauge‘‘-Hefe, die uns freund- 
licherweise von Herrn Kollegen Richter, Kraftborn, tiberlassen wurde ®. 
Die Untersuchung dieser Probe war insofern von Interesse, weil da- 


mit ausgedehnte Fiitterungsversuche ausgefiihrt worden sind’. 


In den letzten beiden Spalten der Tabelle wiederholen wir die von 
Kraut und Schlottmann (|. c.) gefundenen Analysenwerte der Bierhefe. 
Wir sehen also, dab der Stickstoffgehalt unserer Torulahefen I bis 1V 
sogar etwas héher liegt als bei der Bierhefe. ebenso der Rohproteinwert 
(N - 6,25). Hefe V fallt heraus: ihr Stickstoffgehalt liegt mit 6,51°,, 


oO 


ihr Rohproteingehalt mit 453°, um etwa 5°, niedriger. 


um 0,7° 


a 

Der Wert fiir das ,,Rohfett* worunter wir, wie schon erwahnt. 
die atherlésliche Substanz verstehen liegt bei Hefe LV. mit fast 6°, 
verhaltnismaBig hoch. Dieser Feststellung ist aber unseres Erachtens 


' Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 2, 389, 1902. — * Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 104, 229, 1919; 114, 205, 1921. — * Diese Zeitschr. 291, 
406, 1937. — 4 Wochenschr. f. Brauerei 52, 145, 1935. — ° H. Fink, 
J. Krebs u. R. Lechner, diese Zeitschr. 290, 135, 447, 1937; ebenda 300, 
59, 1938. — ® Wofiir wir auch an dieser Stelle bestens danken. — 
* K. Richter-Kraftborn, Privatmitteilung. 
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Tabelle I. 





Probe I | ProbelI Probe III Probe IV Probe Vy piethet’ | 


Jp Oy %, 
Trocknungsverlust : 9,64 8,88 
Gesamt-N ‘ 7,64 7,58 26 6,51 
Gesamt-N in der Trocken- 

substanz 8,46 ) 2¢ 7,25 
Rohprotein in der Trocken- 

substanz Wau : 52,9 E 51,4 45,3 (49,9—560,5 
Rohfett in der Trocken- 

SEN ss os6seawisminks . 2,70 5 1,68 
Kohlenhydrat (Glykogen 

+ Gummi) in der'l'rocken- 

substanz 167 | ) 11,8 
Glykogen in der Trocken- 

substanz 5,0 6,8 4,6 
Hefegummi in der Trocken- 

substanz 8,8 9,7 f 7,2 
Glihriickstand in der 

Trockensubstanz ...... 11,16, 8,71 12,20 
P,O,; in der Trockensub- 

stanz 5,56 4,86 E 5,75 | 1,6—1,9 
P,O, in % der Asche... 49,8 55,8 bf 47,2 
Restsubstanz in der 

Trockensubstanz Fiat 22.E 21,0 : 29,0 
Verbrennungswert g'cal in 

der Trockensubstanz .. 4808 4915 5066 4889 4639 


nicht allzu groBe Bedeutung beizumessen, weil das ,,Rohfett*' nicht 
geniigend genau definiert ist. AuBerdem kommt noch hinzu, daB bei 
der Ziichtung zur Verminderung des mitunter sehr starken und stérenden 
Schiumens ziemlich betrachtliche Mengen (1 bis 5°,, bezogen auf 
Hefetrockensubstanz) Garfett zugesetzt werden. Der gréBte Teil dieses 
zugesetzten Garfettes wird augenscheinlich durch den Luftsauerstoff 
verandert und setzt sich an der Wandung des ZiichtungsgefaBes ab 
Ein Teil sowohl des veranderten wie auch des zugesetzten Garfettes 
wird natiirlich auch von der Hefe adsorbiert werden. Aus diesen 
Griinden ist der ,,Rohfett*'-Wert mehr oder weniger zufallig. 


Der Gehalt der Torulahefen 1 bis V an Kohlenhydraten — worunter 
wir die Summe von Hefegummi und Hefeglykogen verstehen liegt 
zwischen 12 und 16°. Zum Vergleich seien die Werte von einigen 
anderen Hefen angefiihrt. Stockhausen und Silbereisen (1. c.) fanden bei: 

verschiedenen untergairigen Hefen 9 bis 11,5% Kohlenhydrat 
obergiriger Brauerethefe (Rasse 1205) 19 % "> 
Weinhefen 11,5 bis 24 

Backereihefe M % 


In bezug auf den Kohlenhydratgehalt sind unsere Torulahefen 
also der Rasse Mam ahnlichsten. Die Ubereinstimmung geht noch weiter 
wenn man das Verhaltnis Hefegummi zu Hefeglykogen betracfitet. 
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Auch bei der Rasse M ist der Hefegummiwert etwa doppelt so grok 
wie der des Hefeglykogens, wahrend bei den ober- und untergarigen 
Bierhefen das Verhialtnis gerade umgekehrt ist. 

Der Glihriickstand (Asche) erreicht bei der Hefe V den ziemlich 
hohen Wert von mehr als 12°,,. Der niedrigste Wert von 8,1°,, bei Hefe LI 
fillt jedoch mit dem der Bierhefe zusammen, den wir zu 8,07°%, be- 
stimmt haben. Auffallig abweichend ist der hohe P,O,;-Gehalt der Torula- 
hefen, der mit 4,8 bis 5,8°, etwa dreimal so groB wie bei Bierhefe ist!. Eine 
Bestatigung findet hierbei die fiir die praktische Berechnung der Nahr- 
salazzusitze angewendete Faustregel, nach -der der Phosphatgehalt 
(P,O;) etwa gleich der Halfte des Gliihriickstandes sein soll. Bei unseren 
Hefen macht der P,O;-Gehalt 47°, bis 59°,, des Gliihriickstandes aus. 


Addiert man nun die prozentischen Werte der Hauptsubstanzen, 
nimlich Rohprotein, Rohfett, Kohlenhydrate und Asche, so erhailt 
man bei weitem nicht 100°,,. Die Differenz ist oben als ,,Restsubstanz* 
in der Tabelle angefiihrt. Sie liegt bei den Hefen I bis 1V-zwischen 17 
und 22°. Die Hefe V fallt mit fast 30°, auch hierbei wieder heraus. 
Die chemische Natur dieser mengenmabig sehr betrashtlichen Rest- 
substanz ist noch ungeklart. Sicherlich besteht sie in‘der Hauptsache 
aus Cellulose (Rohfaser?). Auch Hemicellulosen diirften eine Rolle 
spielen. Wir beabsichtigen, uns in unseren folgenden Arbeiten damit 


zu beschaftigen. : 

In der folgenden Tabelle II sind die Werte der van Slyke-Kiweif- 
analyse eingetragen. (Alle Zahlen bedeuten °,, des Gesamt-N.) 

Eine ausfiihrliche Diskussion eriibrigt si 1. Hinzuweisen wire 
nur auf die Tatsache, daB der Huminstickstoff mit 5,6 bis 5,9°,, ver- 
haltnismaBig hoch ist. Die Hydrolysenzeitenf bei dem AufschluB mit 
20°%iger Salzsiure wurden mit 120 bis 140fstunden im Vergleich zu 
dem drei- bis viertaégigen Kochen, das beim Aufschlufi von Kraut (1. c.) 
ausreichte, betrachtlich iiberschritten. Dargus muB geschlossen werden, 
da8 unsere Torulahefen schwieriger zu hydrolysieren sind als Bierhefe. 


Beim Vergleich der Analysenwerte unserer Torulahefen mit denen 
der von Kraut untersuchten Bierhefen ‘muB festgestellt werden, dak | 
die Zusammensetzung des Eiweifes der verschiedenen Hejen in guter. 
i ‘beranstimmung ist. Damit ist auch gezeigt, da die technisch erzeugter: 
Torulakefen als Futtermittel der Bierhefe von diesem Gesichtspunkt 
aus betrachtet nicht nachstehen. Die Ergebnisse der Fiitterungsversuche 
werden also bestitigt. Natiirlich bezieht sich diese Feststellung vor- 
laufig nicht auf den Stoffwechsel héherer Ordnung. Unsere Versuchs- 
ergebnisse machen keine Aussage tiber Vitamingehalt und das Vor- 
handensein von anderen notwendigen Wirkstoffen. 


1 Dieser Tatbestand wird zurzeit eingehender untersucht. 
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Tabelle IL. 





Bierhefe, Bierhefe, 
M D - y : . 


nach Araut nach Kraut 


lo “0 : "lo %Jo %p % 


Humin-N...: 2.3... 5,40 = «B78 5,71 | 5,62 3—4 
Ammoniak-N 12,28 12,346 12,55 16,05 16,0 
Gesamt-N der Ba- 

senlésung 28,13 | 29,46 | 28,49 27,93 24,42 | 25—29 
Amino-N der Basen- d 

ie es 18,10 , 15,638 16,42 14,28 15—16 
Nicht-Amino-N der 

Basenlésung .... 11,3G | 12,86 11,61 | 10,1 9,6—12,6 
Arginin 10,92 | 11,31 12,07 | 10,77 |11 —11,8 
Histidin 5,26 | 56,94 3,93 | 3,6 2,3—5,9 
Lysin 11,60 9,70 10,48 8,1 10,0 
Cystin i,71 1,48 1,6 1,5 —1,6 
Gesamt-N des Ba- 

senfiltrats ...... | 52,36; 51,18 | 52,75 52,96 53,66 53—54 
Amino-N des Basen- 

filtrats 7,50 46,03 |~47,95 48,86 49,31 |48,4—49,3 
Nicht-Amino-N des 

Basenfiltrats .... 86. «5, 1k 77 4,10 | 4,85 4,5— 4,7 
Tryptophan st 1,3 y 1,26 0,9 


Tyrosin 2,6 2,98 2,7: é 3, 2,5 


Zusammenfassung. 


Wir beschaftigten uns in der vorliegenden Arbeit mit der Zusammen- 
setzung der Hefesubstanz von technisch geziichteten Torulahefen., 
Untersucht wairden fiinf verschiedene Hefen: Eine ,,Alkoholhefe‘‘, zwei 
Holzzuckerlefen, zwei Sulfitablaugehefen. 

Bestanmt wurde: Rohprotein, Rohfett, Hefegummi und Glykogen, 
Gliihriickstand, Phosphatgehalt, Restsubstanz und kalorischer Ver- 
brennungswert. Auf die festgestellten Unterschiede wurde hingewiesen. 

Das Hefeeiweif wurde nach der Methode von van Slyke analysiert. 

Dabei konnte festgestellt werden, daB unsere Torulahefen ganz 
aihnlich wie die von Kraut und Schlottmann eingehend analysierten 
Bierhefen zusammengesetzt sind. Damit wurden auch auf diesem Wege 
die Ergebnisse der Fiitterungsversuche bestatigt. Die technisch er- 
zeugten Torulahefen sind also hinsichtlich der Zusammensetzung in 
ihrem Wert als Futtermittel der Bierhefe mindestens ebenbiirtig. 





